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Uber die Lactosegirung und die Lokalisation der Enzyme 
in der Hefezelle 
Von 
Karl Myrback*) und Erich Vasseur 
Mit 4 Figuren im Text 


-{Aus dem Biochemischen Institat der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitaung zugegangen am 12. November 1942) 


Die Untersuchungen Emil Fischers iiber dis Carbohydrasen 
in den Gaérungsorganismen fiihrten zur Auffassung, daB nur Mono- 
saccharide direkt vergoren werden, wihrend die zusammengesetzten 
Zucker erst nach hydrolytischer Spaltung giarfaihig sind. Spatere 
Beobachtungen haben aber wahrscheinlich gemacht, daB auch eine 
direkte Vergirung gewisser Disaccharide stattfinden kann. Will- 
statter und Mitarbeiter?) nehmen z. B. eine direkte Vergirung der 
Maltose an, da bei bestimmten Hefen die Vergirung dieses Zuckers 
schneller verlaiuft als die hydrolytische Spaltung, die unter Zugabe 
von Zellgiften bestimmt wird. Ahnliche Versuche mit ahnlichem 
Resultat wurden auch von anderen Verfassern beschrieben. Will- 
statter und Lowry?) wollen auch eine direkte Vergirung des 
Rohrzuckers annehmen, wenn auch bindende Beweise in diesem 
Falle schwieriger zu erbringen sind. 

Von besonderem Interesse sind in dieser Beziehung die Milch- 
zgucker vergérenden Hefen. Bei der hydrolytischen Spaltung der 
Lactose entstehen ja zwei verschiedene Zucker, Glucose und Galak- 
tose, die meistens verschieden leicht vergoren werden. Willstatter 
und Oppenheimer®) fanden eine Kultur von Saccharomyces 
fragilis, bei welchet die Hydrolyse wesentlich langsamer als die 
Garung verlief. In Versuchen von Myrback‘) zeigte sich, daB 
Lactose von S. fragilis, Torula cremoris, T. lactosa und Torulopsis 
sphaerica schneller vergoren wird als Glucose oder Galaktose oder 
Mischungen beider Zucker. Der Unterschied war mitunter sehr groB. 

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Erscheinung néher 
untersucht; insbesondere wurden Garung und Hydrolyse ver- 





*) Herrn Prof. Dr. H. von Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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glichen. Die Versuche wurden mit S. fragilis, T. cremoris und 
T. lactosa ausgefiihrt. Die Hefen, die aus dem Kluyverschen 
Laboratorium stammten, wurden auf Molkeagar am Leben ge- 
halten und fiir die Versuche in Kluyver-Kolben weitergeziichtet. 
Als Substrat diente eine sterile, klare Lo6sung von eingetrockneter 
Molke, die etwa 7°/, Lactose enthielt. Die Hefe wurde abzentri- 
fugiert, in der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und als etwa 
5°/,ige Suspension untersucht. Alle Versuche wurden bei 30° aus- 
gefihrt. Die Girung wurde durch volumetrische Messung der 
Kohlensaureentwicklung verfolgt; die hydrolytische Spaltung durch 
Bestimmung der Reduktion nach Willstaitter-Schudel. 


I. Gargeschwindigkeit der Lactose, Glucose und Galaktose 


a) Saccharomyces fragilis: 2ccm Hefesuspension, 2 ccm 
10°/,ige Zuckerlosung, kein Puffer. Mit Wasser statt Zuckerlésung 
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keine Selbstgirung. Giarkurven in der Fig. 1. Die Lactose gart 
entschieden am schnellsten. Die Galaktose gart anfangs schnell, 
dann immer langsamer. Von der langsamen Endvergirung der 
Galaktose sieht man in der Lactosekurve gar nichts, was man ja 
erwarten miuBte, wenn die Lactose nur in dem Mafe vergoren wird, 
wie sie hydrolytisch durch die Lactase zerlegt wird. Hdéchstens 
kénnte man annehmen, da8 die bei der Hydrolyse entstehenden 
Hexosen ,,in statu nascendi‘ leichter angreifbar sein sollten als 
die stabilen Formen. 

b) Saccharomyces fragilis. Variierende Zuckerkonzentration. 
Keine Selbstgiérung. In der Tab. I die Kohlenséureentwicklung 
nach verschiedenen G§rzeiten. 
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Tabelle I 
Garzeit: Minuten | 30 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 330 | 360 | 1200 
ecm CO, 

6°/, Lactose 2,1 | 3,8 | 5,5 | 7,4 | 9,3 | 11,3 | 20,7 | 22,5 | 52,5 
lo 2,1 | 3,8 | 5,5 | 7,4 | 9,2 [11,0] 19,4 | 21,0 | 24,5 
1%), - 2,0 | 3-1] 4,8 | 6,2 |] 7,3 | 7,6] 7,6), — -— 
6°/, Glucose 0,4 | 1,3 | 2,5 | 3,9 | 5,6 | 7,2] 15,2 | 16,8 | 49,1 
——— 0,4 | 1,2 | 2,1 | 3,3 | 4,6 | 5,9] 12,0 | 13,3 | 23,0 
vs. 0,3 | 1,3 | 2,4 | 3,7 | 56,2 | 667 7,3] — — 
6°/, Galaktose 1,7 | 3,5 | 5,2 | 7,0 | 9,0 | 11,1] 20,7 | 22,8 | 54,2 
3°/, és 1,5 | 2,8 | 4,1 | 5,4 | 6,9 | 8,6] 16,3 | 17,8 | 26,0 
1°/, i 1,0 | 1,8 | 2,6 | 3,3 | 4,1 4,8} 7,4] 7,6 -—— 
3°/, Glucose + 

3°/, Galaktose 1,9 | 3,6 | 5,5 | 7,5 | 9,4 |11,4] 20,3 | 21,8 | 46,5 
1,5°/, Glucose + 

1,5°/, Galaktose 0,4 | 1,2 | 2,1 | 3,3 | 4,6 | 5,9] 12,0 | 13,3 | 23,0 
0,5°/, Glucose +- 

0,5°/, Galaktose 0,9 | 2,1 | 3,6 | 5,1 | 61 | 64] 7,5) — _~ 


Die Garungsgeschwindigkeiten der Lactose und der Glucose sind 
also bei den verschiedenen Zuckerkonzentrationen ziemlich unver- 
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andert, die der Galaktose und der 4quimolaren Mischung Glucose-— 
Galaktose sinkt dagegen mit fallender Zuckerkonzentration. Die End- 
vergarung der Glucose und der Galaktose ist verlangsamt; die Lac- 
tose gart dagegen mit fast unverénderter Geschwindigkeit zu Ende. 

c) Torula cremoris. 2ccm Hefesuspension +2ccm 10°/,ige 
Zuckerlésung. Kein Puffer. Garkurven in der Fig. 2. Die Unter- 
schiede in den Gargeschwindigkeiten sind hier noch gréBer. Die 
Galaktose girt nur etwa halb so schnell wie die Lactose. Dies zeigt 

13* 
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sich auch sehr deutlich in der Giarkurve der Mischung Glucose— 
Galaktose, die einen scharfen Knick zeigt, wenn die Glucose aus- 
gegoren ist und die langsame Endvergirung der Galaktose die 
Kurve bestimmt. Von einem solchen Knickpunkt ist in der Lac- 
tosekurve nichts zu bemerken, was Ja dafiir spricht, daB die Lactose- 
girung nicht tuber freie Galaktose und Glucose verlauft. 

d) Torula lactosa. 2cem Hefesuspension +2cem 10°/jge 


Zuckerlésung. Kein Puffer. Garkurven in der Fig. 3. Auch hier 
ist die Girgeschwindigkeit der Lactose die gréBte, obgleich auch 
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die Galaktose und die Mischung Galaktose—Giucose schnell giaren. 
Die Glucose girt langsamer. 


II. Vergleich von Garung und Hydrolyse bei p,, = etwa 6 
Von einer Mischung von Hefesuspension, Zuckerlésung und 
Phosphat wurde eine Probe zur Bestimmung der Girgeschwindig- 
keit entnommen. Der Rest wurde mit soviel Toluol versetzt, daB etwas 
ungelést blieb. Eine Probe davon diente zur Messung der Garung. 
Wie zu erwarten blieb alle Garung aus. Im Rest der toluolbehan- 
delten Hefesuspension wurde die Hydrolyse der Lactose bestimmt. 
a) Saccharomyces fragilis. Tab. II. 
Versuch a: 2,7°/, Lactose, 3,3 °/, Phosphat px = 6 
Versuch f: 2,7°/, Lactose, 0,47°/, Phosphat py = 6,3 


Tabelle II 











Versuchszeit: Minuten BB | 105 | 145 | 185 j 225 | 1300 
Versuch a: %/y vergoren | 21 | 44 | 66 | 88 | 99 | 100 
°/, gespalten 5 53 81 98 100 100 

Versuch #: °/, vergoren 25 47 69 92 100 100 
°/, gespalten 4 54 92 99 99 100 
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In beiden Versuchen ist also die Hydrolysegeschwindigkeit 
ebenso groB oder gréBer als die Girungsgeschwindigkeit. 
b) Torula cremoris. Tab. III. 


1. 0,15 Mol. Lactose, 0,24 Mol. Phosphat px = 5,9 
2. 0,15 Mol. Lactose, 0,16 Mol. Phosphat px = 5,9 


Tabelle III 





Jovehest: as | 2 1 ie 








Versuch 1: °/, vergoren — — 45 70 — 100 
°/, gespalten — — 90 90 os 92 
Versuch 2: °/, vergoren 12 33 — -~ 85 100 
°/, gespalten 10 83 | — — 99 98 


Bei px 5,9 verlauft also die Spaltung der Lactose durch 
T. cremoris wesentlich schneller als die Girung. 
c) Torula lactosa. Tab. IV. 


1, 3°/, Lactose + 1,25°/, Phosphat px = 6,3 
2. 1,5°/) Glucose + 1,5°/, Galaktose + 1,25°/, Phosphat px = 6,3 


Tabelle IV 


Versuchszeit: Minuten | 60 | 185 | 245 | 305 | 390 | 1400 




















Versuch 1: °/, vergoren 5 15 233 | 32 | 45 100 
°/, gespalten 18 70 85 89 93 — 
Versuch 2: °/, vergoren l 4 7 10 16 100 











Die Spaltung verliuft also auch in diesem Falle viel schneller 
als die Girung. An und fiir sich kénnte man also annehmen, da 
die Garung (bei diesem pu, vgl. unten) erst durch die hydrolytische 
Spaltung durch die Lactase erméglicht wird. Wenn man aber be- 
achtet, daB die Gargeschwindigkeit der Mischung Glucose—Galak- 
tose weniger als ein Drittel von der der Lactose ist, so ist die Gar- 
kurve der Lactose nicht unter dieser Annahme verstindlich. Es 
scheint also, als miBte man annehmen, da8 unabhangig davon, ob 
eine fir die Spaltung hinreichende Menge Lactase anwesend ist, 
eine direkte Vergérung des Disaccharids durch die lebende, un- 
vergiftete Hefe stattfindet. Es ist wohl auch nicht unmdglich, daB 
die beobachtete schnelle Spaltung des Disaccharids erst nach 
Schadigung der Zelle durch das Toluol zustande kommt. Die sehr 
groBe Giargeschwindigkeit der Lactose im Verhaltnis zu denen der 
Glucose bzw. Galaktose geht aus den Versuchen der Tab. V mit 
derselben Hefe hervor. 
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Tabelle V 
Zeit: Minuten | 30 | 60 | 90 | 120 | 160 | 1200 
tio | 33 | 73 | 96 | 10 | — _ 
Glucose 8 15 25 $0 78 140 
°/) Vergoren } Galaktose 10 19 3] 42 14 100 
Galaktose + 
Glucose 12 25 41 58 87 100 





























Die verhaltnismaBig sehr langsamen Garungen von Glucose 
und Galaktose scheinen zu zeigen, daB die Lactosegérung eine 
direkte Garung und keine Girung der hydrolytischen Spaltprodukte 
ist. Da auBerdem die Monosaccharide bei der Lactosespaltung erst 
allmahlich entstehen und ihre Konzentration jedenfalls anfangs nur 
klein sein kann, so miiBte die Gargeschwindigkeit der Lactose sonst 
kleiner als die der Monosaccharide sein. 


Il. Abhangigkeit der Gargeschwindigkeit von der Aciditat 


Versuche mit Torula cremoris und T. lactosa: 2°/, Lactose in 
0,1 Mol Phosphatlésung. In der Tab. VI die Kohlensdureent- 





























wicklung. 
Tabelle VI 
Torula cremoris Torula lactosa 
‘Zeit: Min. | 50 | 130 | 210 | 240 | 270 | 30| 60 | 90 | 120 | 150 | 180 
aa ‘ecm co, ts jay “ecm CO, 
pa = 2,0 }—| — | — | — | — ]3,6| 63] 8,8] 10,9 | 12,5 | 13,7 
2.2 }—|— — | — | — | 3,6; 6,9 | 10,1 | 13,0 | 15,3 | 16,8 
2,3 12,5) 5,9 | 9,6) 11,1 | 12,2]4,1 | 8,0 | 11,5 | 14,4 | 15,6 | 16,8 
2,5 | — | — — | — |45| 8,5/ 12,3 | 15,5 | 16,7 | 16,8 
2,7 13,2 | 7,3 | 12,3 | 14,0 | 15,2] 4,8) 8,9 | 13,0 | 16,0 | 16,7, — 
30 }—) —!— | — |; — 45,7 | 10,7 | 15,2 | 16,2 | 16,6 | — 
3,3 | 4.2) 8,1 | 11,7 | 13,0 | 14,0] 6,2 | 11,6 | 15,6 | 15.9 | 16.3) — 
4,5 13,5 | 7,7 | 11,3 | 12,4 | 13,2 | 6,4 | 12,2 | 15,4 | 15,6 | 15,9); — 
5,5 14,3) 8,4 | 11,7 | 12,8 | 13,7] 7,3 | 13,8 | 15,6 | 15,8 | 15,8; — 
5,9 15,4) 94 | 14,0 16,0 | 16,9] 6,4 | 12,4/ 156/160 — | — 
% 61 }—| —!| — | — | — 47,2) 13,7} 15,4} 15,5) — | - 
ss 63 |—| — — — — 15,7 11,3 15,3 | 15,6, — — 





Beide Hefen haben alsu ein sehr breites Aciditatsgebiet, in 
dem die Lactose mit fast derselben Geschwindigkeit vergoren wird. 
Dies erinnert sehr an die Verhaltnisse bei S. cerevistae, denn auch 
diese Hefe zeigt in lebendem Zustand dieselbe breite Optimum- 
zone*). Da aber dieselbe Hefe (Brauereihefe) in trockner Form, 
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in der sie vollkommen steril und die Zellmembran total zerstért 
ist, eine ganz andere, schmale px-Kurve mit einem ausgeprégten 
Optimum bei px etwa 6,2 hat, so diirfte die Erklarung zum breiten 
ps-Optimum der lebenden Hefe darin zu suchen sein, daB die 
lebende, unbeschadigte Hefezelle die Fahigkeit hat, in ihrem Inneren 
eine ganz andere Aciditat aufrecht zu erhalten als in der umgebenden 


Lésung. Die px-Kurven der lebenden Hefen diirften also nur 
scheinbare sein. Vgl. weiter unten. 


IV. G&rung und hydrolytische Spaltung bei p,, = 2—4,5 
a) Torula cremoris. Tab. VIL. 


Versuch 1. 1 Teil 0,4 Mol. Phosphat von px = 2,7, 1 Teil 8°/,ige Lactose- 
lésung, 2 Teile 3,6°/,ige Hefesuspension. 
Versuch 2. Wie in Versuch 1, aber mit nur 1 Teil Hefesuspension + 1 Teil 

















Wasser. 
Tabelle VII | 
~ Versuchazeit: Minuten | 25 130 | 230 420 1500 3000 
Versuch | 1 : 0 Jo Vergoren 15 73 99 100 100 100 
°/, gespalten 0 0 0 0 0 0 
Versuch 2: °/, vergoren 7 34 64 100 100 100 
°/, gespalten 0 0 0 0 0 0 














Der Zucker war nach 4 bzw. 7 Stunden vollstandig vergoren, 
wihrend noch nach 50 Stunden keine hydrolytische Spaltung ein- 
getreten war. Die Giargeschwindigkeiten von Lactose und einer 
gleich konzentrierten Mischung von gleichen Teilen Glucose und 
Galaktose wurden verglichen (px = 3). Wenn man die erhaltenen 
Garkurven mit den Kurven der Fig. 2 vergleicht, so findet man, 
da8 der Verlauf bei px = 3 mit Phosphat genau derselbe ist wie bei 
psa = etwa 6 ohne Phosphat. Die Galaktose girt nur sehr langsam, 
und die Kurve der Glucose—Galaktosemischung zeigt in beiden 
Fallen den charakteristischen Knickpunkt. 

b) Torula lactosa. Tab. VIII. 


Versuch 1: 2 Teile Hefesuspension, 1 Teil 8°/,ige Lactoselésung, 1 Teil 
0,4 Mol. Phosphat von px = 2,7. 
Versuch 2: Diese Mischung, aber Phosphat von px = 4,5. 


Tabelle VIII 




















Versuchazeit: Minuten 50 | 100 | 150 1200 

Versuch 1: °/, vergoren  - 36 712 OS 100 
°/, gespalten 0 0 0 0 

Versuch 2: °/, vergoren 45 93 98 100 
°/, gespalten 0 0 0 0 
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Die Garung ist nach etwa 2,5 Stunden beendet; noch nach 
90 Stunden keine Hydrolyse im Versuch mit Toluol. In saurer 
Lésung verlauft die Garung mit fast normaler Geschwindigkeit, 
die Spaltung durch eine Lactase ist ganz verhindert. Da dabei 
nicht angenommen werden kann, da8 die Lactase durch das Toluol 
gehemmt wird, missen wir schlieBen, daB die Garung der Lactose 
ohne Mitwirkung der Lactase eintritt. Die Unwirksamkeit der 
Lactase beruht nur auf dem ungiinstigen px. Durch die Arbeiten 
Willstatters und Hofmanns®) ist schon bekannt, da das 
Aciditatsoptimum der Lactase der Milchzuckerhefen etwa am 
Neutralpunkt liegt, und daB die Spaltungsgeschwindigkeit zu 
beiden Seiten des Optimums rasch abfallt. 

Wie schon oben gesagt, ist die px-Kurve der Garung lebender 
Hefe als eine scheinbare Kurve zu betrachten, die damit zusammen- 
hingt, daB die Aciditaét im Innern der Zelle eine andere ist als 
auBerhalb derselben. Der bei der Garung wirksame KEnzym- 
komplex liegt also ganz in dem durch die Membran geschiitzten 
Teil der Zelle. Demgegeniiber fallt auf, daB die Lactase der Hefe 
(in Gegenwart von Toluol) die normale py-Kurve des Enzyms zeigt. 
Dies wurde schon im Falle anderer Carbohydrasen der Hefen 
wiederholt nachgewiesen, so z. B. im Falle der Saccharase, die in 
der Hefezelle genau so wirkt, wie wenn sie in der Lésung frei gelést 
vorkime. Wir miissen also schlieBen, daB die Lactase, Saccha- 
rase usw. in der Hefezelle so lokalisiert sind, da8 in ihrer Umgebung 
die Aciditaét der 4uBeren Losung herrscht. Diese Enzyme werden 
also von der Zellmembran nicht in derselben Weise geschiitzt wie 
die Zymase. Hs liegt daher die Annahme nahe, da8B die hydroly- 
sierenden Enzyme ihre Wirkgruppen auf der AuBenseite der 
Membran lokalisiert haben, wahrend sich die Zymase im Zellen- 
inhalt befindet. 

Ahnliche Gedanken haben wir schon friiher geauBert, und zwar 
in Zusammenhang mit Untersuchungen iiber das Verhalten der 
Trehalose zu PreBhefe’). PreBhefe enthalt viel Trehalose; die von 
uns untersuchte schwedische Hefe oft 15°/, vom Trockengewicht. 
Die Hefe vergirt in lebendem Zustand diese Trehalose nicht. 
Schiittelt man die Hefe mit Wasser, tritt keine Selbstgirung ein. 
(Sehr langsam wird die eigene Trehalose bei Mangel an anderen 
Kohlenhydraten veratmet.) Lat man aber dieselbe Hefe auf eine 
Lésung von Trehalose einwirken, so wird der Zucker, wenn auch 
verhaltnismaBig langsam, vergoren. Da in diesem Falle eine direkte 
Vergirung kaum angenommen werden kann, mu geschlossen 
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werden, da8 dabei eine Trehalase in Wirkung ist. Die Anwesenheit 
dieses Enzyms kann direkt durch Untersuchung eines Autolysen- 
saftes der Hefe nachgewiesen werden. Warum greift dann die 
Trehalase die eigene Trehalose der Hefe nicht an? Die Trehalose 
mu im Zeliinneren frei vorliegen, denn bei der erwahnten groBen 
Trehalosemenge ist anderes nicht méglich. Es muB geschlossen 
werden, daB die Trehalose. und die Trehalase réumlich getrennt 
sind: Die Trehalose befindet sich im Zellinneren, das Enzym da- 
gegen auf der AuBenseite der Membran oder mdglicherweise in der 
Membran. Aufalle Falle ist zu schlieBen, daB die Trehalase (ahnlich 
den anderen erwihnten Carbohydrasen) von der Membran gegen 
Aciditatseinflisse nicht geschiitzt wird. Ist die Trehalase fiir die 
Garung der Trehalose notwendig, so ist zu schlieBen, daB die 
Aciditétskurve der Trehalosegérung von der Aciditiétskurve des 
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hydrolysierenden Knzyms bestimmt wird, und also eine andere sein 
mu8 als die Aciditaétskurve der Glucosegérung. Wir haben dann 
mit derselben PreBhefe Parallelversuche mit Trehalose und Glucose 
bei verschiedenen Aciditaéten angestellt. Die zwei gefundenen 
Aciditatskurven findet man in der Fig. 4. Wahrend die Glucose- 
kurve das bekannte breite Optimum zeigt, hat die px-Kurve der 
Trehalosegaérung ein schmales Optimum bei pa=5. Ohne Zweifel 
wird diese Kurve von der Aciditaétsabhangigkeit der Trehalase 
bestimmt. 

Die Trehalose girt nur sehr langsam. Man k6nnte vielleicht 
denken, da8 die.fehlende Girung bei px = 1—2 nur darauf beruht, 
daB die Hefe bei dieser Aciditét so schnell geschadigt wird, daB 
keine nennenswerte Gaérung beobachtet werden kann. Dies ist 
aber gar nicht der Fall, denn setzt man z. B. zu dem Hefe—Trehalose- 
gemisch von px = 1,5 nach 24 Stunden Glucose, so wird diese ganz 
normal vergoren. 

Die Versuche aber die Lactosegérung in saurer Losung zeigen, 
daB dabei die Lactase keine Rolle spielen kann. Die beobachtete 
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schnelle Girung mu8 eine direkte Garung sein, d.h. durch ein 
Enzymsystem bewirkt, das im Gegensatz zur Lactase (und den 
anderen Glykosidasen der Hefen) im Zellinneren lokalisiert ist. Die 
Form der Garkurven (vgl. z. B. die Kurven der Fig. 2) scheint 
auBerdem zu zeigen, daB auch beim ps = 5—6 die Lactose direkt 
vergoren wird, obgleich bei dieser Aciditaét die Lactasewirkung (bei 
Anwesenheit von Toluol) an sich geniigend gro8 ist, um die Garung 
zu erklaren. 
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Uber Erkennung und Bestimmung verschiedener Hexosen 
nebeneinander 
Von 
J. Briickner 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem chemischen und bakteriologischen Zentral-Laboratorium 
des St. Johannis-Krankenhauses in Budapest) 


(Der Schriftleitang zugegangen am 17. November 1942) 


Die von Tollens empfohlene Orcinreaktion wurde in ver- 
ainderter Form, wobei u. a. die Salzsiure durch Schwefelsdure 
ersetzt wird, erstmalig von Neumann!) zur Unterscheidung der 
verschiedenen Pentosen voneinander, wie auch zu einer solchen 
von Hexosen, Glucuronsiéure usw. vorgeschlagen. Auf Grund 
weiterer Verainderungen des Verfahrens vermochten M. Serensen 
und G. Haugard?) laut ihrer Mitteilung mittels der Orcin- 
Schwefelsdéurereaktion im Eiwei8molekiil verschiedene Zucker- 
arten zu bestimmen, was allerdings nur dann gelingt, wenn die 
Kohlenhydrate in dem Zuckergemisch in annahernd gleichen 
Mengen vorhanden sind. 

Indem jedoch die Verfasser — wie gesagt — ihre Methode zur 
Bestimmung der im EiweiBmolekiil vorhandenen Kohlenhydrate 
ausarbeiteten, durften sie keine konzentrierte Saure (sie arbeiteten 
mit 60°/,iger Schwefelsiure) und keine héhere Temperatur zwecks 
Vermeidung von Gelbfarbung der Versuchslésung anwenden. Wie 
indessen im nachstehenden gezeigt wird, sind es gerade diese 
Faktoren, die eine weitaus bessere und empfindlichere Unter- 
scheidung der Kohlenhydrate erméglichen. Denn beim Mischen 
der zu untersuchenden waBrigen Zuckerlésung mit Orcin und 
annahernd konzentrierter Schwefelséure in der unten beschriebenen 
Weise entsteht eine 100° tbersteigende Temperatur. Hierbei 
zeigen die verschiedenen Kohlenhydrate ihnen eigen- 





1) Zit. bei F. Sachs, Biochem. Z. 1, 393 (1906). 
2) Biochem. Z. 260, 247 (1933). 
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tiimliche Farbreaktionen. Die drei biologisch wichtigsten 
Hexosen: Glucose, Fructose und Galaktose geben der 
Reihe nach kirschrote, intensiv (citronen-) gelbe und 
blaurote Farben. Mannose, die auf ihre Reaktion gleichfalls 
untersucht wurde, zeigt eine Satte rote Farbe. (Sorbose oibt eine 
der Fructose ahnliche, doch gut unterscheidbare gelbe Reaktion. 
Da dieses Koblenhydrat kaum eine biologische Bedeutung besitzt 
und sein Nachweis in biologischem Material schwerlich in Frage 
kommt, werden die hierauf beziiglichen Versuche nicht niher 
beschrieben.) 

Reine Lésungen der Hexosen sind wohl auf Grund dieser Reaktion un- 
schwer zu erkennen, zwecks erheblich besserer Charakterisierung sollen sie 
aber im Pulfrich-Stufenphotometer Farbmessungen unterzogen werden. 
Dafiir wird in ein Reagenzglas zu 1 ccm einer 0,005°/,igen Kohlenhydratlésung 
lecm Orcinreagens zugesetzt und dann mit 3ccm 92°/,iger Schwefelsiure 
unterschichtet. [Das Orcinreagens wird nach.Se@rensen und Haugard?) 
wie folgt hergestellt: 2g Orcinreagens ,,Schering-Kahlbaum“ werden in 
50 cem destilliertem Wasser gelést und mit 50 ccm einer Mischung versetzt, 
die aus 20 cem Schwefelséure und 30 com destilliertem Wasser bereitet wurde, 
Die 92°/,ige Saure wird durch Verdiinnen eines analysenreinen Praparates 
1,84 ,,.Merck“ hergestellt.] Gleich nach dreimaligem kraftigen Durchschiitteln 
kiihlt man 3—4 Minuten in Eiswasser. Die Messung erfolgt sodann in 1 cm- 
Kivetten mit den Filtern Sys, 475 50+ 53> 57> e1°72-_ In die Kompensationskiivette 
kommt hier, sowie bei den folgenden Versuchen ein dem zu Untersuchenden 
im iibrigen gleicher Reaktionsansatz, der nur anstatt der Untersuchungslésung 
eine entsprechende Menge destilliertes Wasser enthalt. 

Fig. 1 zeigt die erhaltenen Ergebnisse, wobei die Extinktionen auf die 
Ordinate, die Daten der Spektralfilter aber auf die Abszisse aufgetragen 
sind. Mit S., ergab sich weder hier, noch in den nachstehenden Versuchen 
eine Absorption, weshalb auf cine Wiedergabe der hierbei ermittelten Werte 
verzichtet wurde. 

Bei den Versuchen erwies es sich bald, daB die gleiche Konzen- 
tration der verwandten Schwefelséure von gréBter Bedeutung ist, 
indem Farbintensitét und auch Farbton der Zuckerreaktionen in 
erster Linie von der Schwefelséurekonzentration abhangen. 

Fig. 2 zeigt Farbkurven der Galaktosereaktion, die mit konzen- 
trierter (96°/,) bzw. 92°/,iger Schwefelsdure in der oben geschilderten 
Weise angestellt wurde. Es konnte auf Grund dieses und auch 
anderer Versuche festgestellt werden, daB die Unterschiede zwischen 
den Farbkurven der Hexosen sich (oft in einer fiir einige Hexosen 
bezeichnenden Weise) mit abnehmender Séurekonzentration ver- 
deutlichen, wogegen jedoch die Farbintensitét abnimmt. — Mit 
85°/,iger Schwefelsiure gibt z. B. Glucoselésung, die in 1 ccm 
0,2 mg Zucker enthalt, praktisch keine Reaktion mehr; dagegen 
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weist eine Fructoselésung (0,05 mg in 1 ccm) mit Filter 8,, ge- 
messen, noch immer eine Durchlissigkeit von 80°/, auf. Dies 
erlaubt vermége- der typischen Fructosefarbreaktion das Auf- 
finden recht kleiner Mengen Fructose bei Gegenwart von Glucose 
oder anderer Zuckerarten. In der geschilderten Weise kann in 
einer Gesamtzguckermenge von 0,2mg 1 Teil Fructose neben 
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100 Teilen Glucose eben noch erkannt werden. — Im allgemeinen 


erwies sich aber die Verwendung von 92°/,iger Schwefelsdure als 
das zweckmaBigste. Die Einstellung derselben kann durch Er- 
mittlung des spezifischen Gewichtes oder acidimetrisch usw. er- 
folgen; am besten geschieht dies aber durch Verdiinnen einer 
konzentrierten Saéure (1,84) bis zu dem Grade, bei welchem sie 
mit einer genau 0,005 (oder 0,01)°/,igen Galaktoselésung die ge- 
winschte Farbkurve aufweist. 
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Die beim Hinzufiigen von Orcinlésung und 92°/,iger Schwefel- 
siure zu einer Kohlenhydratlésung auftretende Reaktion erreicht 
nicht sofort nach der Durchmischung die endgiiltige Farbe, indem 
diese vielmehr allmahlich intensiver wird, wobei sich auch der 
Farbton veraindert. Die Reaktion zeigt demnach einen zeitlichen 
Verlauf, der aber durch Abkiihlen des Reaktionsgemisches zu jed- 
welchem Zeitpunkte abgebrochen werden kann. Damit ist die 
Moglichkeit gegeben, die Reaktion in all ihren Entwicklungsphasen 
bequem beobachten zu kénnen, zumal die Farbe nach dem Ab- 
kiuhlen geraume Zeit unveraindert bestehen bleibt. — Der zeitliche 
Verlauf der Reaktion ist recht eindrucksvoll und bezeichnend fir 
die verschiedenen Hexosen. Die durch die Farbkurven gewonnenen 
Ergebnisse kénnen durch ihn wirksam unterstutzt werden. Im 
nachstehenden wurde deshalb auch der zeitliche Verlauf der 
Reaktion der 4 Hexosen eingehend wie folgt studiert. 

Die Praiparate der d-(+-)-Glucose (pro analytisches Octan), d-(— )-Fruc- 
tose (reinst, Schering-Kahlbaum) und d-(+)-Galaktose ({,,Kahibaum“, 
Schering-Kahlbaum) wurden umkrystallisiert, und zwar die ersten beiden aus 
Methanol, Galaktose aber aus Methanol-Wasser. Das reine Praparat d-(+)- 
Mannose war mir in liebenswiirdiger Weise von Herrn Prof. G. Zemplén 
zur Verfiigung gestellt. Die 4 Hexosen wurden im Vakuum iiber Schwefel- 
siure und festem Kaliumhydroxyd getrocknet. Die spezifische Drehung 
wurde in 10°/,igen Lésungen bestimmt. Sie betrug 


Fiir Glucose .......- [a)?®? =+ 52,1° 
Fir Fructose. ...... [a]? =— 92,2° 
Fiir Galaktose ...... [a]? = -+ 80,4° 
Fiir Mannose... ... - [a]}?? =+ 14,0° 


Die 4 Kohlenhydrate wurden sodann in destilliertem Wasser zu genau 
0,2°/,igen Lésungen aufgelést, die ebenfalls mit destilliertem Wasser in der 
Weise verdiinnt wurden, daB 1ccm Lésung 0,05 mg Kohlenhydrat enthielt. 
Je lccem dieser Lésungen der 4 Hexosen wurden in je 10 gewéhnlichen 
Reagenzglasern lccm Or¢inlésung und 3ccm 92°/,ige Schwefelsaure zu- 
gefiigt. Nach Hinzugabe der Saure wird sogleich durchgeschiittelt und die 
Reaktion in Zeitabstanden von 1 >, 8, 15, 30, 45 und 60 Sekunden, 1'/,, 2, 
5 und 10 Minuten nach der Durchmischung mittels 3—4minutigem Kihlen 
in Eiswasser unterbrochen. 1 >- bis 30-Sekunden-Versuche der Glucose- 
und Galaktosereaktionen wurden auch mit Zuckerlésungen vorgenommen, 
die in 1eccm Lésung 0,1 mg Kohlenhydrat enthielten. Bei diesem Konzen- 
trationsunterschiede gilt das Beersche Gesetz noch als erfiillt, die ermittelten 
Werte wurden daher einfach durch 2 geteilt. Die Ablesungen erfolgten im 
Stufenphotometer in 10-mm-Kiivetten durch die Filter S45, 455 50> 53> 57> 61 
und ,, hindurch. Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 1—4 zusammen- 
gestellt. 
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Tabelle 1 
Farbmessungen an Glucosereaktionen 
Abkiihlung erfolgte Extinktion mit Spektralfilter 
nach Durchmischen EI LEE EI, eee oe 
in . Sas 3a : _Sso 2 Ss | Ss Ser 
1 > Sek 0,100 0,103 0,096 | 0,077 0,059 0,016 
8 0,164 0,158 | 0,150 | 0,134 0,104 | 0,020 
15 0,292 0,231 0,220 | 0,207 0,150 0,030 
30 a 0,431 0,294 0,276 | 0,265 0,192 0,034 
45 ss 0,547 0,352 0,318 | 0,315 0,225 0,039 
l Min. 0,622 0,380 0,334 | 0,332 0,248 0,041 
1'/, 0,738 0,408 0,370 | 0,364 0,254 0,046 
2 0,835 0,435 0,390 | 0,381 0,260 0,038 
5 1,111 0,502 0,410 0,380 0,233 0,038 
10 1,134 | 0,497 | 0,404 | 0,384 | 0,238 | 0,036 
Tabelle 2 
Farbmessungen an Galaktosereaktionen 
Abkihlung erfolgte Extinktion mit Spektralfilter 
nach Durchmischen nn n 
in - Sas | Sar | S50 | Sss | Ss, | Ser 
= ; ———<—— : — 4 — — T a a renee eee rmnmenene~ 
1 > Sek. 0,212 | 0,213 | 0,255 | 0,300 | 0,226 | 0,043 
8 0,363 0,329 | 0,414 | 0,498 | 0,345 0,060 
15 im 0,533 0,402 | 0,494 | 0,591 | 0,384 | 0,066 
30 0,642 | 0,447 | 0,538 | 0,625 | 0,395 | 0,070 
45, 0,733 | 0,478 | 0,552 | 0,629 | 0,401 | 0,066 
1 Min. 0.798 | 0,490 | 0.553 | 0,602 | 0,387 | 0,056 
lly, , 0,905 0,515 | 0,560 | 0,577 | 0,343 | 0,058 
2 0,969 | 0,523 | 0,557 | 0,560 | 0,330 | 0,046 
5 1,170 0,561 | 0,550 0,516 | 0,264 | 0,041 
10 1,196 0,575 0,546 0,503 | 0,252 | 0,041 
Tabelle 3 
Farbmessungen an Fructosereaktionen 
Abkihlung erfolgte Extinktion mit Spektralfilter 
nach Durchmischen a $$$ 
a Su_| 8 _| So | Se | 8 | Sa _ 
1 > Sek 0,727 | 1,238 | 0,985 | 0,215 | 0,104 | 0,041 
8 0,733 1,078 | 0,881 | 0,210 0,087 | 0,041 
15 0,749 0,916 0,720 | 0,191 0,089 | 0,038 
30 0,770 0,783 | 0,599 | 0,183 | 0,088 | 0,034 
45 po 0,810 0,689 0,485 | 0,180 0,089 | 0,027 
1 Min. 0,840 6,621 | 0,432 | 0,178 | 0,088 | 0,025 
‘ar 0,914 | 0,577 | 0,378 | 0,179 | 0,092 | 0,022 
oF, 0,936 0,552 | 0,362 | 0,186 | 0,099 | 0,022 
0,983 | 0,484 | 0,310 | 0,194 | 0,090 | 0,022 
oe 0,986 | 0,462 | 0,292 | 0,189 | 0,085 | 0,018 
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Tabelle 4 


Farbmessungen an Mannosereaktionen 
























Abkihlung erfolgte Extinktion mit Spektralfilter 
nach Durchmischen |___ ie ne Sane hin ” 
in Sis | Bay Ss | 5 | Ss, | Ser 
1 > Sek. 0,376 0,280 0,265 | 0,300 | 0,232 | 0,047 
8 ” 0,561 0,391 0,387 | 0,432 | 0,312 | 0,052 
15 ‘9 0,678 0,436 0,432 | 0,460 | 0,333 | 0,051 
30 0,912 | 0,489 | 0,465 | 0,481 | 0,330 | 0,050 
45 rm 0,984 0,516 0,475 | 0,485 | 0,319 | 0,054 
1 Min 1,044 0,530 0,481 | 0,460 | 0,286 | 0,048 
Je 1,123 0,545 0,475 0,441 | 0,270 | 0,038 
2 : 1,171 0,551 0,472 0,438 | 0,268 | 0,044 
5 96 1,325 0,573 0,469 0,412 | 0,234 | 0,030 
10 ee 1,324 0,556 0,459 0,406 0,224 | 0,034 












Farbkurven der Versuche von 1 > Sekunde und der von 1!/, Minuten 
sind in Fig.l und 3 auch graphisch dargestellt (Ordinate = Extinktion, 
Abszisse = Daten der Spektralfilter). Die durch die langere Reaktionszeit 
verursachte Abweichung zwischen den Farbkurven der beiden Figuren ist 
einleuchtend. Eine noch bessere Charakterisierung des zeitlichen Verlaufes 
gibt die graphische Darstellung des mit einem bestimmten Filter in aufeinander- 
folgenden Zeitpunkten gemessenen Extinktionswertes. In Fig.4 sehen wir 
die so erhaltenen Zeitkurven der 4 Hexosen gemessen mit Filter §,,. 


Bei Betrachtung der Farbkurven von Fig. 1 fallt sogleich die 
intensive Absorption der Fructosereaktion bei dem Filterschwer- 
punkt bei 470 wu ins Auge. Glucose hingegen zeigt eine nur sehr 
geringe Reaktion, die ohne ausgesprochenes Absorptionsmaximum 
eine gegen Violett flach ansteigende Absorption aufweist. Galaktose 
und Mannose besitzen gemeinsam bei 530 wu ein Absorptions- 
maximum. Wahrend diese aber bei Galaktose eine maximale 
Absorption darstellt, zeigt dagegen Mannose mit Filter §,, auBerdem 


ubersteigt. 

Die in den nachfolgenden Zeitpunkten durchgefiihrten Ver- 
suche zeigen ein schnelles Verschwinden des typischen Absorptions- 
bandes der Fructose (vgl. Fig. 4). Auch das Absorptionsmaximum 
der Mannose bei 530 wy ist schon in dem 1-Minuten-Versuch nur 
undeutlich nachweisbar, wahrend das der Galaktose auch noch 
nach 2 Minuten erkennbar ist. AuBer der Entfaltung einer End- 
absorption bei 480 wu, die auch den anderen Zuckerarten eigen ist, 
zeigt die Glucosereaktion keine besonders charakteristischen Ver- 
anderungen. — In reinem Zustand kann daher jedes der 
4 Kohlenhydrate durch eine einfache Reaktion in ein- 





Uber Erkennung und Bestimmung verschiedener Hexosen nebeneinander 187 


deutiger Weise erkannt werden, wobei die Ermittlung 
der Farbwerte des 1>-Sekunden-Versuches vollkommen 
genugt. 

Allein es besteht auch die Méglichkeit, verschiedene Zuckerarten 
nebeneinander zu erkennen. Auf die disbeziiglichen giinstigen 
Verhaltnisse bei Fructosemischungen wurde schon einmal hin- 
gewiesen. Wie dort erwahnt, ermdglicht das typische intensive 
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a ew Seidines Abszisse = Daner der Reaktion in Minuten. 
———_@———_ Galaktose, ——O-——— Glucose, -4+——— Fructose, 
—A—— Mannose. ——@—— Galaktose, ——A—— Mannose. 


Absorptiensband durch Herabsetzen der Schwefelsdurekonzen- 
tration ein Auffinden recht kleiner Fructosemengen neben anderen 
Kohlenhydraten, die mit dieser verdiinnten Schwefelsiure kaum 
mehr eine Reaktion hervorbringen. — Bei einer quantitativen 
Bestimmung des Mischungsverhaltnisses der nebeneinander vor- 
handenen Hexosen bedient man sich aber einfacher Berechnungen; 
dazu geniigt meistens schon das MeBergebnis des i>-Sekunden- 
Versuches. Es erwies sich hierzu als sehr geeignet eine Teilung des 
mit Filter 8,, ermittelten Extinktionswertes durch den mit Filter §,, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 277 14 
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gemessenen Wert: E (S47)/E (S53). Da der Quotient, im nach- 

stehenden als Quo. I bezeichnet, fiir die angefiihrten Hexosen 

recht bezeichnend ist und auch einen charakteristischen zeitlichen 

Verlauf aufweist, wurde er in Tab. 5 fiir die mit den 4 Kohlen- 
: hydraten zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrten Versuche 
s festgestellt. (Die Konzentration der bei den Versuchen verwandten 
: Schwefelsiure betrug 92°/,.) 


Tabelle 5 































Abkihlung erfolgte £ (S8,,) far 
nach Durchmischen | EBs) ie ot ee 
in Glucose | Galaktose | Fructose | Mannose 
1 > Sek 134 | O71 | 5,75 0,93 
8 a 1,18 0,66 | 5,14 0,90 - 
15 - 1,12 | 0,68 | 4,80 0,95 
30. 1,09 0.72 | 428 1,02 
45 ” 1,10 0,76 3,83 1,06 
1 Min 1,12 081 | 3,49 1,15 
, ,, 112 | «O89 | S322 1,24 
2 ‘9 1,13 0,93 | 2,96 1,26 
5 » 1,32 | 1,09 | 2,49 1,39 
10 - 1,29 1,14 2,44 1,37 





Handelt es sich um verschiedene Kohlenhydratmischungen, 
wird sich auch der Zahlenwert des Quotienten verschieden je nach 
den Komponenten gestalten. Z. B. —wie aus Tab. 5 ersichtlich — 
ist Quo. I des 1-Sekunden-Versuches bei Fructose: 5,75, bei 
Glucose: 1,84. In einem Fructose—Glucosegemisch sinkt daher 
proportional der abnehn:enden Fructosekonzentration, jedoch bei 
gleichbleibender Gesamtzuckermenge, auch der Zahlenwert des 
Quotienten. Im Falle einer Galaktose—Glucosemischung wird sich 
hingegen der Zahlenwert des Quo. I (des 1-Sekunden-Versuches) 
von 0,71 der reinen Galaktoselésung bis zu 1,84 der reinen Glucose- 
lésung, je nach dem Mischungsverhiltnis, erhdhen. Die untere 
Grenze einer Erkennung der Galaktose in Gegenwart von Glucose 
ergibt sich bei einer Mischung, die aus 1 Teil Galaktose neben 
19 Teilen Glucose besteht. Der Quotient ist hierbei: 1,22. (Bei 
einer z. B. 10°/,igen Beimischung von Galaktose zu Glucose sinkt 
er auf 1,15 usw.) 

Da eine Beimischung von Mannose zu Glucose ebenfalls ein 
Herabsinken des Quo. I unter 1,84 verursacht, kénnte wohl durch 
dieses Verfahren eine Beimischung der Mannose von der Galaktose 
in sicherer Weise schwerlich unterschieden werden. Es 148t sich 


Re + iuiiaiion Si sasaranincesitttepsicaenne ties i 
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jedoch ein Quotient finden, der eine gute Charakterisierung beider 
Kohlenhydrate auch in Gemischen gestattet. Es ist dies der 
Quotient der Bruchzahl FE (S43)/ (Sz), im nachstehenden als 
Quo. II bezeichnet. Quo. IIT des 1 >-Sekunden-Versuches ist: 


fiir Glucose: 1,04 fiir Fructose: 0,74 
fur Galaktose: 0,83 fiir Mannose: 1,42 


Eine Glucose—Mannosemischung kann daher in eindeutiger Weise 
vermoége Steigerung des Zahlenwertes tber.1,04 hinaus erkannt 
werden, denn die beiden anderen Kohlenhydrate wiirden ein Ab- 
sinken des Zahlenwertes bewirken. 


Tabelle 6 

















Abkihlung erfolgte Extinktion mit Spektralfilter 

nach Durchmischen |——————__ — 

. valake _n ae a Sas | Sy Ss0 | Sss | Ss7 
1 > Sek. 0,122 | 0,126 | 0,128 | 0,118 | 0,095 
8 - 0,176 0,161 | 0,166 | 0,166 | 0,112 
15 - 0,299 | 0,230 | 0,235 0,236 , 0,167 


Der Gang der Bestimmung der Kohlenhydrate eines Hexosengemisches, 
dessen Komponenten unbekannt sind, soll an folgendem Beispiele ver- 
anschaulicht werden: Die Zuckerlésung ergab nach dem Anstellen der Re- 
aktionen die in Tabelle 6 angefiihrten MeBergebnisse. Die Bestimmungen 
bezogen sich — wie ersichtlich — auf Versuche, die eine Reaktionszeit von 
1 >, 8 und 15 Sekunden hatten. Der Quotient I des 1 >-Sekunden-Versuches 
ist: 1,07 (fiir Glucose: 1,34, fiir Fructose: 5,75, fir Galaktose: 0,71, fiir Mannose: 
0,93), es kénnte sich demnach nur um eine Beimischung von Galaktose oder 
Mannose handeln. Da aber Quotient II des 1 >-Sekunden-Versuches einen 
Wert von 0,96, also einen solchen von unter 1,0 ergibt, so kommt nur die 
Gegenwart von Galaktose in einer Glucoselésung in Betracht. Es ist aber 
weiterhin auch die Ermittlung des Mischungsverhaltnisses mdglich. Die 
Farbkurven und die Zahlenwerte des Quotienten I stimmen hier mit einer 
Mischung iiberein, die aus 15 Teilen Galaktose und 85 Teilen Glucose besteht 


Quotient I 
Reaktionszeit | Berechnet*) Gefunden 
1 > Sek. 1,08 1,07 
8 9 0,97 0,97 
15 a 0,99 0,98 


Es sei darauf hingewiesen, da8 der beschriebene Untersuchungs- 
gang fiir die qualitative Unterscheidung der genannten Kohlen- 





*) Berechnet aus den Farbmessungen von Tabelle 1 und 2. 
14* 








Bee 190 J. Brickner, 


hydrate, sowie fiir die Erkennung der Zuckerarten in Kohlen- 
hydratgemischen ausgearbeitet wurde. Die Methode ermédglicht 
daher weniger eine exakte Bestimmung der absoluten Zucker- 
mengen, als vielmehr die Feststellung der Anwesenheit verschiedener 
Zuckerarten, oder aber die Bestimmung des Mischungsverhaltnisses 
der bereits festgestellten Hexosen. Der Grad der Erwarmung, der 
fur die Intensitat der sich entwickelnden Farbe bestimmend ist, 
ist namlich schwer einstellbar, weshalb es durchaus médglich ist, 
daB man Farbkurven erhalt, die um einige Prozente héher oder 
niedriger als erwartet liegen; diese werden jedoch stets einen 
dem ebenso behandelten Kohlenhydrat parallelen Ver- 
lauf aufweisen und damit auch jene fir das Kohlenhydrat 
charakteristischen Eigenschaften zeigen. — Die Quotienten bleiben 
gleichfalls unverandert. Auch sind sie von der Konzentration 
unabhingig, wenigstens bei nicht allzugroBen Konzentrations- 
unterschieden, denn das Beersche Gesetz gilt bei der Orcin— 
Schwefelsiurereaktion nur bei kleineren Unterschieden in der 
Konzentration (etwa bis zum 2—8fachen) als erfiillt. — In zweck- 
maBiger Weise wird die Gesamtmenge des Kohlenhydrats mit 
i 0,02—0,10 mg in 1 ccm der Versuchslésung gewahlt. 

’ Die angefiihrten und besprochenen Versuche, Berechnungen 
und Beispiele erérterten hauptsachlich den Fall einer Beimengung 
von Fructose oder Galaktose zu Glucose, denn im biologischen 
Material wird sich wohl meist diese Kombination vorfinden. Die 
Feststellung des. Vorliegens anderer Kombinationen wird sich 
aber gegebenenfalls auf Grund des Besprochenen unschwer durch- 
fiihren lassen. — Weiter sei noch darauf hingewiesen, daB die 
Besprechungen sich auf Kohlenhydratmischungen beschrinkten, 
die nur aus zwei Hexosen bestanden. Es wird aber auch die 
Moglichkeit bestehen, die einzelnen Komponenten in Mischungen 
dreier Hexosen zu erfassen und das Mischungsverhiltnis zu be- 
stimmen. 

Zusammenfassend empfiehlt es sich, bei der Analyse folgender- 
maBen vorzugehen: Nach Ermittlung der Anwesenheit von Kohlen- 
hydraten auf Grund von Reduktionsproben, oder besser durch 
Farbreaktionen (mit «-Naphthol usw.), wird deren Menge auf die 
gewiinschte Konzentration gebracht. Es wird dann an Hand einer 
Pentosereaktion festgestellt, ob es sich um Pentosen oder Hexosen 
handelt. Nur wenn das Vorhandensein von Pentosen oder eventuell 
anderer Kohlenhydrate ausgeschlossen ist, schreitet man zu einer 
Bestimmung der Hexosen. — Pentosen und vermutlich auch andere 
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Kohlenhydrate geben die Orcin—Schwefelséurereaktion wohl mit 
annahernd gleicher Intensitat, jedoch mit einer etwas verschiedenen 
Farbe. Dieser Umstand kann deshalb bei der Anwesenheit von 
Pentosen zu St6rungen fiihren. — Die Reaktion wird sodann in 
der beschriebenen Weise vorgenommen. Gesondert vorliegende 
Hexosen kénnen, wenn nicht schon durch ihre Farbreaktion, so 
auf Grund ihrer typischen Farbkurven mit gréSter Leichtig- 
keit erkannt werden. SchlieBlich geschieht die Erkennung der 
Zuckerarten und die Ermittlung ihres Mischungsverhaltnisses in 
Kohlenhydratgemischen an Hand der angeftihrten einfachen Be- 
rechnungen. 
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Polarographische EiweiBuntersuchungen. VIT 
Das unterschiedliche Verhalten des Eiwei8quotienten 
bei verschiedenen EiweiBarten 
Yon 


Caspar Tropp, Fritz Geiger und Walter Stoye 





Mit 3 Figuren im Text 
= (Aus der Medizinischen Klinik mit neurologischer Abteilung der Universitat Wirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1942) 





















In der VI. Mitteilung!) dieser Arbeitsreihe haben wir den Ei- 
weiBquotienten P =h,:h, eingefiihrt, wobei h, die Hohe der 1. 
und h, die Hohe der 2. Stufe in Millimetern von der Nullinie aus 
gerechnet, ausdriickt. Fiir den Kreuzungseffekt (vgl. Mitt]. III)*) 
bei dem h, =h, ist, wird P =1. In unserer letzten Arbeit fanden 
wir, da8 sich Gliadin als pflanzliches Eiwei8 grundsatzlich von den 
EiweiBstoffen des Plasmas unterscheidet, in dem es keinen Kreu- 
zungseffekt gibt, sondern P — auch bei den stirksten Verdiinnungen 
— grodBer als 1 bleibt. 

Es war von groBem Interesse, auch andere EiweiSsysteme auf 
ihr typisches Verhalten im geometrischen Verdiinnungsversuch zu 
verfolgen. Wir fanden, da8B sich sowohl Ricin als auch Abrin 
aihnlich verhalten und keinen Kreuzungseffekt aufweisen. Abrin 
zeigt einen dem Ghiadin vdéllig parallelen Verlauf (vgl. Fig. 1). 
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Ricin laBt sich noch bei stérkerer Verdiinnung mit einem viel 
steileren Anstieg der “verschiedenen Quotienten schreiben. Uber- 
raschenderweise verhielten sich Schlangengift (Crotalus I) und 
Bienengift insofern ahnlich wie die pflanzlichen EiweiBkorper, 
als auch sie keinen Kreuzungseffekt ergaben. Schlangengift kommt 
jedoch fast bis an denselben heran. Insulin zeigt nun seinerseits 
wiederum einen ganz charakteristischen Kreuzungseffekt, der bei 
einer Verdinnung von 0,05 g-°/, hegt. Die Schreibfaihigkeit des 
Insulins reicht jedoch mit Quotienten unter 1 bis zur Verdiinnung 
von 0,0006 g-°/, herab. In Fig. 1 ist die gegenseitige Beziehung 
der verschiedenen Kurven in Abhiangigkeit von Verdiinnung und 
Quotient iibersichtlich dargestellt. Es fallt dabei auf, daB die 
polarographische Schreib- und Auswertbarkeit von Ricin und 
Bienengift in ihren hdchsten Konzentrationen in einem Bereich 
liegt, in dem die Untersuchung von Gliadin und Abrin gerade erst 
moglich wird. 

In Fig. 2 ist das polarographische Verhalten von Trypsin 
und Pepsin dargestellt. Beide zeigen iiberraschenderweise auch 
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keinen Kreuzungseffekt. Wahrend die EiweiSquotienten bei der 
geometrischen Verdiinnung von Pepsin fast gleich bleiben und eine 
beinahe horizontale Linie ergeben, verhalt sich Trypsin anders. 
Es werden noch in gréBeren Verdiinnungen deutlich schreibbare 
Kurven erhalten, deren Quotienten einen steilen Anstieg aufweisen. 
Wahrend in Fig. 1 ein Verdinnungsbereich von 0,0005—O0,02 g-°/, 
untersucht wurde, reicht der Verdiinnungsbereich in Fig.2 von 
0,02—0,8 g-°/,. Auch aus der viel schwereren Schreibbarkeit er- 
gibt sich, daB die polarographisch nachweisbaren Wirkgruppen im. 
Trypsin und besonders im Pepsin viel schwieriger reagieren als 
die untersuchten Eiweifstoffe der Fig. 1 

Wir nehmen an, da die Cystingruppen im EiweiB eine um so 
gréBere biologische Bedeutung haben, je leichter sie sich polaro- 
graphisch im intakten Eiweimolekiil nachweisen lassen, d.h. in 
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einer um so gréBeren Verdiinnung sich der, polarographische Ei- 
weiBeffekt noch. auspriagt. Dieses wissen wir bereits fiir Insulin 
durch die Arbeiten von Du Vigneaud, Fitsch, Pekarek und 
Lockwood’), Wintersteiner’), Freudenberg und Weg- 
mann). Es gehért ja auch zu den Eiweifstoffen, die in starkster 
Verdiinnung noch schreibbar sind. 

Die gegenseitige Verhaltungsweise der Plasmaeiweifstoffe, 
sowie von Plasma und Serum selbst, ist in Fig. 8 aufgezeichnet. 
Es zeigt sich, daB alle untersuchten HEiweiBkorper und Eiweib- 
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systeme einschlieBlich des Froschserums von 0,0075—0,015 g-°/, 
volikommen parallel verlaufen. Bei den starkeren Verdiinnungen 
unterhalb des Kreuzungseffektes ist die Grundrichtung immer 
noch gewahrt. Erst. bei den allerstiirksten Verdiinnungen ergeben 
sich geringe Abweichungen. Handelsalbumin in amorpher 
Substanz ergab im Gegensatz zu dem nativen Albumin eine viel 
steilere Kurve, was auch darauf hindeutet, daB durch den Her- 
stellungsprozeB Strukturanderungen im Eiweifmolekil eingetreten 
sein miissen. Da die Kurven hoher sind, wie ohne weiteres aus 
der Fig.3 zu ersehen ist, handelt es sich um Denaturierungs- 
vorgange. Auf jeden Fall wird aber durch die Denaturierung die 
EiweiSstruktur nicht so grundsatzlich geandert, daB es nicht mehr 
zum Auftreten des Kreuzungseffektes kame. 


Experimenteller Teil 


Grundlosung. lle nachfolgenden Proteinuntersuchungen wurden 
im Cobalto-Puffergemisch als Grundlésung durchgefiihrt. Diese besteht 
aus 2ccm 1,6-10-? m-Kobaltochlorid, 1 com n-NH,Cl und 1 ccm n-NH,OH. 
Zu diesen 4ccm Reaktionsgemisch wurde die zu untersuchende Lésung zu- 
gesetzt und mit bidestilliertem Wasser auf 10 ccm Endvolumen aufgefiillt. 
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Ricin und Abrin wurden als 0,5°/,ige Stammlésung in einer 10°/,igen 
NaCl-Lésung verwendet. 


Das Schlangengift stammt aus der beriihmten Faustschen Sammlung 
und wurde uns in liebenswiirdiger Weise von Herrn Prof. Flury zur Verfiigung 
gestellt, dem wir auch an dieser Stelle unseren besten Dank sagen. Es wurde 
zu 0,5°/, in physiologischer Kochsalzlésung gelést. 

Bienengift wurde 0,5°/,ig in physiologischer Kochsalzlésung gelést. 
Wir danken der Firma Mack in Neu- Ulm vielmals fiir die freundliche 
Uberlassung wertvollen Materiales, 


Insulin der Firma Bayer lag in Handelspackungen vor (40 internationale 
Einheiten pro ccm) und entspricht einer etwa 0,2°/,igen Lésung. 


Pepsin und Trypsin wurden zu 2°/, in physiologischer Kochsalzlésung 
geldst. 


Die Gliadinlésung wurde 0,5°/,ig in n/100-HCl hergestellt. 


Handelsalbumin wurde 0,3°/,ig in n/50-NaOH gelést und vor dem 
Versuchsansatz genau neutralisiert. 


Uber die Darstellung von Globulin, Albumin und Fibrogenin 
vgl. IL. Mitteilung®). 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Einfiihrung des EiweiBquotienten gestattet es, die bisher 
vorliegenden Ergebnisse unserer EiweiSuntersuchungen in Dia- 
grammen anschaulich zu machen. Die Auswertung in Fig. 1—3 
zeigt nicht nur, welche Substanzen einen Kreuzungseffekt ergeben 
und bei welcher Verdiinnung dieser liegt, sondern man erkennt 
aus der Steigung der Kurven und dem Kurvenverlauf, welche 
konzentrationsgebundene Reaktionsfahigkeit den polarographischen 
Wirkgruppen jeder einzelnen EiweiBart zukommt. Bei der Be- 
trachtung dieser Kurven zeigt sich, daB sie alle oberhalb des 
Kreuzungseffektes praktisch eine Gerade darstellen. 

Da Pepsin, wie Fig. 2 zeigt, einen fast horizontalen Verlauf 
gibt, mu8 angenommen werden, daB unter dem Einflu8 der geo- 
metrischen Verdiinnungen die Schreibbarkeit der Wirkgruppen, 
die h, und h, der Proteindoppelstufe bedingen, im gleichen MaBe 
abnimmt. Je steiler die Kurve mit zunehmender Verdiinnung 
abfallt, um so mehr erniedrigt sich unter gleichen Bedingungen 
he als hy. | 

Die Kurven liegen in den verschiedensten Verdiinnungs- 
bereichen und sind diesen zugeordnet. Die Fig. 2 reiht sich an 
_ Fig.1 an. Die Untersuchung erfolgte nur in einem Bereich, 

1 dem die polarographische Auswertung eindeutig mdglich ist. 
Wi ir miissen auf Grund unserer bisherigen Erfahrungen annehmen, 
daB die polarographischen Wirkgruppen eine um so gréBere Be- 
deutung haben und um so reaktionsfahiger sind, in einer um 80 
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gréBeren Verdiinnung sie sich noch polarographisch darstellen 
lassen 


Zusammenfassung 


1. In friiheren Untersuchungen wurde bei dem pflanzlichen 


EKiweiB Gliadin erstmals das Fehlen des Kreuzungseffektes fest- 
1] ] . * 1 > 1? {2 ‘ ah ~ ae 
gestellt. Jetzt konnten wir beobachten, da es auch bei Ricin, 


Abrin, Schlangengift, Bienengift, Trypsin und Pepsin nicht zur 
Ausbildung des Kreuzungseffektes kommt. 

In Diagrammen wurden die Kurven ausgewertet, die bei 
der geometrischen Verdiinnungsreihe erhalten und durch den 
EiweiBquotienten P charakterisiert wurden. 

8. Der Kurvenverlauf ist oberhalb des Kreuzungseffektes 
durchweg ein fast gerader. | 

4. Die Kurven liegen in sehr verschiedenen Verdiinnungs- 
bereichen. Ihre unterschiedliche Schreibbarkeit in Abhangigkeit 
von der Konzentration beweist, daB es EiweiBstoffe gibt, wet noch 
bei der starksten Verdiinnung ausgesprochen polarogr: 
Kurven zeigen. Hieraus wird geschlossen, da8 in diesen Biwei B- 
stoffen die polarographischen Wirkgruppen, zu denen auch das 
Cystin gehért, im Gegensatz zu anderen EiweiSstoffen leichter 
reagieren. 


nl sche re’ 
Jia 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschait 
vielmals fiir die gewahrte Unterstiitzung. 
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p-Aminobenzoyl-l-glutaminsaure, 
ein gegen Sulfonamide wirksameres Derivat des Vitamin H’! 
Versuche an Streptobacterium plantarum 
Von 
Ernst Auhagen 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Werk Wuppertal-Elberfeld) 


Der Schriftleitung zugegangen am 6. Dezember 1942) 


Im Laufe der Untersuchungen von R. Kuhn und K. Schwarz?) 
uber das Vitamin H’, die mit der Isolierung der p-Aminobenzoesiure 
zum erfolgreichen AbschluB gebracht wurden, hatten wir in Elber- 
feld die Aufgabe tbernommen, die erste Stufe des Anreicherungs- 
verfahrens, die Extraktion von getrockneter Bierhefe mit Aceton, 
in einem MaBstab durchzufitihren, wie er mit den Hilfsmitteln eines 
Forschungslaboratoriums nur schwer zu bewiltigen ist. Dabei er- 
lebten wir zunachst eine Enttaéuschung, denn die Wirksamkeit 
unserer ersten Acetonextrakte im Wachstumstest an Strepto- 
bacterium plantarum war ganz wesentlich geringer als nach den in 
Heidelberg gemachten Erfahrungen erwartet werden durfte. Diese 
schlechte Ausbeute hatte ihre Ursache nicht, wie wir zuerst ver- 
muteten, in einem Mindergehalt der von uns verwendeten Heferasse, 
vielmebr war sie auf das von uns angewandte Trocknungsverfahren 
zuruckzufihren, bei dem wir uns bemiht hatten, die Hefe schonend 
zu behandeln und so schnell wie moéglich, in etwa 20 Stunden, bei 
niedriger Temperatur zur Trockne zu bringen. Offenbar erhalt man 
so aber eine Trockenhefe, in der nur ein kleiner ‘lei! der insgesamt 
vorhandenen p-Aminobenzoesdure der Extraktion zugianglich ist. 
Wir gingen daher dazu iiber, die abgepreBte Hefe vor der Trocknung 
auf Trockenbleche verteilt in geschlossenen Kammern weich und 
schmierig werden zu lassen und damit einer Autolyse zu unterwerfen. 

1) Herrn Prof. von Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 

2) R. Kuhn u. K.Schwarz, Ber. chem. Ges. 74, 1617 (1941); vgl. 
R. Kuhn, Die Chemie 55, 1 (1942). 
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Als die so behandelte Hefe schlieBlich getrocknet und extrahiert 
wurde, lieferte sie die ze erwartenden Ausbeuten, und zwar desto 
bessere, je weiter der AutolyseprozeB vorgeschritten war. Es ist 
daher anzunehmen, daB die p-Aminobenzoesdure in der intakten 
Hefe nicht frei vorliegt, sondern an Zellbestandteile, vielleicht 
peptidartig an Eiwei8, gebunden ist. 

Ahnliche Beobachtungen sind auch von anderer Seite gemacht 
worden. Danach gewinnt Harn im allgemeinen erst durch saure 
Hydrolyse die Fahigkeit, den hemmenden Kinflu8 von Sulfonamiden 
auf das Bakterienwachstum aufzuheben!). Im Plasma laBt sich die 
Konzentration an aktiver p-Aminobenzoesaure durch saure Hydro- 
lyse auf das hundertfache steigern?). Im gleichen Sinne verandern 
Muskel, Leber und Niere bei autolytischen Vorgaingen oder bei 
Behandlung mit Saure ihre Aktivitiét’). Dieselbe Erfahrung haben 
wir mit Pflanzenextrakten gemacht. Man wird diesen Verhaltnissen 
bei der Bestimmung von p-Aminobenzoesdure in Naturstoffen 
Rechnung tragen miissen, gleichgiultig ob man den Gehalt auf 
Grund des Sulfonamidanta wgonismus oder mit Hilfe des empfind- 
licheren Wuchsstofftestes an Streptobacterium plantarum‘), Clostri- 
dium acetobutylicum), anes aera diphteriae gravis [Dun- 
dee®)| oder Lactobacillus casei®) festlegen will. 

Wir haben uns deshalb mit der Frage beschaftigt, wie p-Amino- 
benzoesdéure in ihrer Wirksamkeit beeinflu8t wird, wenn man sie 
peptidartig mit Aminosauren vereinigt. Bevor auf die Ergebnisse 
dieser Versuche, soweit sie hier geschildert werden sollen, naher 
eingegangen wird, seien einige Bemerkungen zur Methodik voraus- 
geschickt. Als Testorganismus diente Streptobacterium plantarum 
Stamm 10 $7), ein Bacterium, dessen Wachstum nach Kuhn und 
Moller auf die Zufuhr von p-Aminobenzoeséure angewiesen ist. 
Ks ist nach unseren Erfahrungen nicht ganz einfach, die einzelnen 
Bestandteile der Nahrlésung, vor allem die Glucose, so weit zu 
reinigen, daB die anhaftenden Spuren von p-Aminobenzoesaure auf 





1) C.M. Mac Leod, J. exper. Med. (Am.) 72, 217 (1940); vgl. F. Nitti 
u. M. Palazzoli, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 211, 613 (1940). 
*) H.McIlvain, Biochemic. J. 36, Proc. VI (1942). 
) C.M. Mac Leod, a.a. O. 
) E. F. Moller u. K. Schwarz, Ber. chem. Ges. 74, 1612 (1941). 
) 8. D. Rubbo u. J. M. Gillespie, Nature 146, 838 (1940). 
6) F.W.Chattaway, F.C. Happold, B. Lythgoe, M. Sandford u. 
A. R. Todd, Biochemic. J. 36, Proc. VI (1942). 

7) Fiir die freundliche Uberlassung dieses Stammes (10S) habe ich Herrn 
Prof. R. Kuhn sehr zu danken, 
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ein MaB reduziert sind, das unterhalb der fiir das Wachstum des 
Mikroorganismus notwendigen Schwellenkonzentration liegt. Wir 
gehen daher bei der Bestimmung der Vitamin H’-Wirksamkeit im 
llgemeinen so vor, daB wir, ohne Wert auf aduBerste Reinheit der 
Nal rlosungsb steanetealte zu legen, die geringen Spuren von ein- 
geschleppter p-Aminobenzoesdéure durch Zusatz von Sulfanilamid 
Sie Son, Die hier wiedergegebenen Versuche sind aus diesem 
Grunde simtlich in Gegenwart von 20 y Sulfanilamid/eem durch- 
gefiihrt worden, wozu bemerkt sei, daB die Versuche mit anderen 
Sulfanilamidkonzentrationen und auch mit anderen Sulfonamiden 
im Prinzip die gleichen Befunde ergeben haben. 

Bei der Untersuchung einer Reihe Me p-Aminobenzoyl- 
aminosiuren fanden wir in den meisten Fallen, daB ihre Wirk- 
mkeit ebenso wie die des p-Aminobenzamids?) so viel schwacher 
ist als die des Vitamin H’, daB sie zwanglos durch kleinste, vielleicht 
erst im Laufe des Tests durch enzymatische Spaltung entstandene 
Beimengungen von freier p-Aminobenzoesaure in dem untersuchten 
Priparat erklirt werden kann. So sind unwirksam die N-p-Amino- 
benzoylverbindungen des Glykokolls?), des Glycylglycins, des 1- 
und d-Leucins. Uberraschenderweise erwies sich dagegen die 
p-Aminobenzoyl-l-glutaminsaure (I) als stark wirksam$). Die 
Sonderstellung dieser Saéure ist nicht, wie zunaéchst angenommen 
werden kiénnte, dadurch begriindet, daB sie zweibasisch ist, denn 
die p-Aminobenzoyl-l-asparaginsaure (II) ist, wie die untersuchten 
einbasischen Derivate, unwirksam. Zur Vernichtung der Wirk- 
samkeit ist es nicht einmal notwendig, die Kohlenstoffkette um 


Orcmory 
aii 


CH,-COOH 


H,N-~ ~ CH, HN-~ CH,-COOH 
~CO-NH-CH-COOH \ _.cO-NH-CH-COOH 
I : II 


ein Glied zu kiirzen, es geniigt dazu auch die sterische Umkehrung 
am a-C-Atom, d. h. die p-Aminobenzoyl-d-glutaminsaéure hat 
keine Wirkung mehr. 


1) D.D. Woods, Brit. J. exper. Path. 21, 74 (1940); R.Kuhn, E. 
F. Moller, G. Wendt u. H. Beinert, Ber. chem. Ges. 75, 711 (1942). 

2) Nach R. Kuhn, E. F. Moller, G. Wendt u. H. Beinert, a. a. O. 
ist N-p-Aminobenzoylgls kokoll 64mal weniger wirksam als p-Aminobenzoe- 
saure. 

3) Auf dieses unterschiedliche Verhalten der p-Aminobenzoylamino- 
siuren wurde bereits kurz hingewiesen [E. Auhagen, Diese Z. 274, 48 (1942)). 
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In Fig. 1 ist dargestellt das Wachstum in Abhangigkeit von 


der Konzentration der p-Aminobenzoeséure und der beiden 
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o-—o p-Aminobenzoesdure. 


a 


x——x p-Aminobenzoyl-d-glutaminsdure. 


diastereomeren Formen der p-Aminobenzoyl-glutaminsaéure. Dabei 
ergibt sich als unerwarteter Befund, daB p-Aminobenzoyl- 
l-glutaminsdureetwa 8—10mal wirksameristals p-Amino- 
benzoesaure selbst, wenn man dquimolekulare Mengen vergleicht. 

In Fig. 2 ist ein weiterer Versuch dargestellt, in dem wieder 
diese beiden wirksamen Saéuren und auBerdem p-Aminobenzoyl- 


o——o p-Aminobenzoesdure, 


A-——A  p-Aminobenzoyl-l-glutaminsdure, 
x-———x p-Aminobenzoy]-l-asparaginsdure. 


l-asparaginséure miteinander verglichen werden. Auch hier findet 
sich wieder das Verhaltnis der Wirksamkeiten von etwa 1:10 
zugunsten des 1-Glutaminsaurederivats. 





A-——A p-Aminobenzoy)-l-glutaminsdure, 
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Die Abkémmlinge der ]-Asparaginsiure und der d-Glutamin- 
siure steigerten in diesen beiden Versuchen das Wachstum auch 
nicht andeutungsweise. Fir das p-Aminobenzoyl-d-glutaminsaure- 
derivat war das etwas unerwartet, da mit einer so groBen optischen 
Reinheit angesicl 
Glutaminsaure leicht eintretenden Racemisierung nicht zu rechnen 
war. Es wurde daher geprift, ob hier etwa ein neues Beispiel vor- 
liegt fiir die Hemmung eines biologischen Vorganges durch den 
optischen Antipoden eines beteiligten Stoffes. Das ist aber nicht 
der Fall, denn in einem Versuch, dessen Ergebnis durch Fig. 8 
dargestellt ist, zeigte sich, daB noch ein Gemisch von 0,8°/, der 
1-Verbindung mit 99,2°/, ihres Spiegelbildes die berechnete Wirk- 
samkeit ergibt. Der Gehalt der unte:suchten Gemische an ]-Kom- 
ponente war jeweils 1:5 gestaffelt, in gleicher Weise also wie die 
angewandte Gesamtdosis. Bei fehlender gegenseitiger Beein- 
flussung der Antipoden war daher die in Fig. 3 auch tatsachlich- 


its der bekanntermaBen bei der Benzoylierung der 
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Kurve 1: 100°), 1-Form 
Kurve 2: 20°/, }]-Form + 80°/, d-Form 
Kurve 3: 4°/, 1-Form + 96°/* d-Form 
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zim Ausdruck kommende Parallelverschiebung der einzelnen 
Wachstumskurven um dieselbe Strecke zu erwarten, wie sie einer 
Anderung der Dosis auf das 5fache entspricht. In diesem Versuch 
wurde fiir die d-Verbindung eine Andeutung von Wirksamkeit 
gefunden, die, wenn sie nicht auf Versuchsfehler zurickzufihren ist, 
erklirt wire, wenn das angewandte Praparat etwa 0,05°/, der 1-Ver- 
bindung enthalt. 

Es erhebt sich nun natiirlich die Frage, ob p-Aminobenzoyl- 
l-glutaminsdure auch eine physiologische Rolle spielt. Sie la8t sich 
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vorliufig noch nicht beantworten, aber der Umstand, daB die Wirk- 
samkeit der p-Aminobenzoeséure durch die Kupplung mit |-Glut- 
aminsaiure um einen so deutlichen Betrag gesteigert werden kann, 
verfiihrt doch zu der Annahme, daB die Natur sich diese einfache 
MaBnahme Zu Nutze vemacht hat. Sie laBt sich Stutzen durch 
Beobachtungen von MacLeod?), der darauf hingewiesen hat, daB 
zwischen p-Aminobenzoesiure und dem Sulfonamidantagonisten 
aus enzymatisch hydrolysiertem Casein oder aus Pneumokokken- 
kulturfiltrat in chemischer Hinsi 
sich in der viel gréBeren Atherlés] 
bei px 4,5 auspragt. 

Es ist in diesem Zusammenhang bemerkenswert, da8 auch die 
freie Glutaminséure®) und das Glutamin eine Rolle als Bakterien- 
wuchsstoffe spielen*), und es liegt nahe, diesen Bedarf mit einer 

: Bildung von p-Aminobenzoylglutaminséiure in Beziehung zu 
bringen. 

: p-Aminobenzoesiure hemmt in hohen Dosen das Bakterien- 
wachstum, und es ist in der Literatur darauf hingewiesen worden), 
daB der Wirkungsmechanismus dieser Hemmung gewisse Parallelen 
zu dem der Sulfonamide aufweist. Wenn man dieser Analogie 
tiefere Bedeutung beimessen will, kann man annehmen, dab 
p-Aminobenzoesiure dem Bakterium lediglich als Baustoff fiir eine 
prosthetische Gruppe dient, selbst aber bereits so viel Affinitaét zum 
Trager besitzt, daB sie diesen in hohen Konzentrationen blockiert. 
Wenn das eigentliche Co-Ferment der Glutaminséiureabkémmling 
ist, wire es mOglich, daB dieser hohe Konzentrationen von p-Amino- 
benzoesdure entgiftet. Dafiir hat sich aber in einigen Versuchen 
kein Anhaltspunkt auffinden lassen. Immerhin war es auffallend, 
daB mit p-Aminobenzoylglutaminsaure auch in hohen Dosen eine 
Hemmung des Wachstums nicht zu erreichen war; selbst 19,4 mg/eem 
blieben ohne jeden Einflu8, wahrend p-Aminobenzoesiure in der 
aiquimolekularen Konzentration von 10 mg/ecm das Wachstum 
fast vollstandig unterdriickte. 


eht ein Unterschied besteht, der 


ichkeit®) der p-Aminobenzoesiéure 



















1) C. M. Mac Leod, a.a. O. 
i 2) p-Aminobenzoy]-]-glutaminsaure ist in Ather sehr schwer léslich. 
8) Die Nahrlésung, in der unsere Versuche angesetzt wurden, enthielt 
reichliche Mengen |]-Glutaminsaure. 
*) Vel. z. B. M.A. Pollack u. M. Lindner, J. of Biol. Chem. 148, 655 
(1942); R. E. Feeney u. F. M. Strong, J. Amer. Chem. Soc. 64, 881 (1942). 
6) J. Hirsch, C. R. annu. Arch. Soc. turque Sci. physiques natur. 10, 
Nr. 10 (1941/42), Chem. Z. 1942, IT, 1933. 
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Versuchsteil 


Die in der vorliegenden Arbeit behandelten p-Aminobenzoy]l- 
derivate wurden durch katalytische Hydrierung der entsprechenden 
Nitroverbindungen hergestellt. Diese wurden nach bekannten 
Methoden?) gewonnen. Zur Darstellung der Asparaginsaéure- und 
Glutaminsdureverbindungen erwies es sich jedoch als zweckmiBig, 
mit p-Nitrobenzoylchlorid nicat in bicarbonatalkalischem Medium, 
1 in Natronlauge zu behandeln. Kine Racemisierung wird 
so vermieden?). 

Die dargestellten Verbindungen hatten folgende Kigenschaften: 
p-Nitrobenzoyl-glykokoll: Schmelzp. 129—130°. 
p-Nitrobenzoyl-glycylglycin: Schmelzp. 218°. 
p-Nitrobenzoyl-!-leucin: [a]?° = + 11° (2°/, in n/1-NaOH). 
p-Nitrobenzoyl-d-leucin: [«]2° = — 11° (2°/, in n/l-NaQH). 
p-Nitrobenzoyl-d,l-leucin: Schmelzp. 225°. 
p-Nitrobenzoyl-l-asparaginsaure: Schmelzp. 151—152° [a]?° = +- 27,6° 

(2°/, in n/1-NaQH). 

p-Nitrobenzoyl-l-glutaminsaure: Schmelzp. 114—116° [a]?? = + 16° 
(2°/, in n/1-NaOH). 

p-Nitrobenzoyl-d-glutaminsiure: Schmelzp. 115—117° [a]?° = — 16° 
(2°/, in n/1-NaOH). 

p-Nitrobenzoyl-d,l-glutaminséure: Schmelzp. 93—97°. 

p-Aminobenzoyl-glykokoll: Schmelzp. 197—198°. 

p-Aminobenzoyl-glycylglycin: Schmelzp. 226°. 

p-Aminobenzoyl-l-leucin: Schmelzp. 190°. 

p-Aminobenzoyl-d-leucin: Schmelzp. 191°. 

p-Aminobenzoyl-d,1-leucin: Schmelzp. 183°. 


p-Aminobenzoy]-l-asparaginsaure: Schmelzp. 180° [«]?? = — 10,8° (2°/, 
in n/1-HC\l). 

p-Aminobenzoy]-l-glutaminsiure: Schmelzp. 173°[a]?° = — 16° (2°/, in 
n/1-HC)). 


p-Aminobenzoyl-d-glutaminsaure: Schmelzp. 172° [a]}®° = + 16,7° (2°/, 
in n/1-HCl). 

p-Aminobenzoyl-d,l-glutaminsiure: Schmelzp. 197°. 

Die Methodik der Bakterienversuche ist bereits beschrieben 
worden’). Es sei hier lediglich erwabnt, da8 die Rohrchen nach 
Zugabe des zu untersuchenden Praparates nicht sterilisiert wurden, 

Bei der Darstellung der Praparate wurde ich von Fraulein 
EK. Ott, bei den Bakterienversuchen von Herrn W. Stephan 
unterstutzt. 


1) J.van der Scheer u. K. Landsteiner, J. Immunol. (Am.) 29, 
371 (1935); K. Landsteiner u. J. van der Scheer, J. exper. Med. (Am.) 55, 
781 (1932). 
2) Vgl.H. E. Carter u.C. M. Stevens, J. of Biol. Chem. 188, 627 (1941). 
3) Vgl. E. Auhagen, Diese Z. 274, 48 (1942). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 277 15 
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Zusammenfassung’ 


1. In Versuchen mit Streptobacterium plantarum in vitro 
ist p-Aminobenzoyl-l-glutaminséure als Antagonist von p-Sul- 
fanilamid etwa 8—10mal wirksamer als die iquimolekulare Menge 
p-Aminobenzvesaure. 

2. Die p-Aminobenzoylderivate von d-Glutaminsaure, |-As- 
paraginsdure, |-Leucin, d-Leucin, Glykokoll und Glycylglycin sind 
unwirksam. 

8. p-Aminobenzoyl-l-glutaminsaéure wird durch die Gegenwart 
ihres. Antipoden in der Wirksamkeit nicht beeintrichtigt. 

4. Das Wachstum von Streptobacterium plantarum wird 
durch unphysiologisch hohe Dosen von p-Aminobenzoyl-l-glut- 
aminsdiure viel weniger stark gehemmt als durch entsprechende 
Mengen von p-Aminobenzoeséure. Die Hemmung durch hohe 
Konzentrationen von p-Aminobenzoesiure 1laBt sich durch 
p-Aminobenzoyl-l-glutaminsaéure nicht aufheben. 





205 


Zur Frage des ,,eiweiBfreien“® Pepsins*) 


Yon 
H. Albers, A. Schneider und I. Pohl 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Danzig) 


(Der Schriftleitang zugegangen am 30. November 1942) 


Die Darstellung des krystallisierten Pepsins durch Northrop?) 
lie8B zunachst die Hoffnung berechtigt erscheinen, daB hier ein 
chemisch einheitliches Ferment als krystallisiertes Protein vorlige. 
Dariiber hinaus zeigten alle weiterhin krystallisiert erhaltenen 
Fermente die Natur und die Zusammensetzung von EiweiBen; so 
war der SchluB naheliegend, daB die Fermente simtlich KiweiB- 
kérper seien und zwar unabhangig davon, ob sie auftrennbar sind 
in Co-Ferment und Apoferment oder nicht, denn auch die isolierten 
Apofermente erwiesen sich als Proteine. Man hatte also zu unter- 
scheiden zwischen Proteinfermenten und Proteidfermenten. Dem 
standen jedoch Beispiele uber die Gewinnung vermeintlich eiweiB- 
freier Fermente?) und im besonderen Falle des Pepsins dltere Be- 
funde entgegen von E. von Bricke’), C. Sundberg*) und 
P. Schrumpf5), die auf verschiedenen Wegen eiweiffreie Prapa- 
rate erhalten haben wollten. (Dabei verdient es in Erinnerung ge- 
rufen zu werden, daB schon 1836 der Kntdecker des Pepsins, 
Theodor Schwann, in seiner wegweisenden Arbeit®) angab, daB 
das von ihm erhaltene Praparat durch Ferrocyanwasserstoffsiure 


*) Herrn Professor Hansvon Euler zum 70. Geburtstag ge- 
widmet. 

1) J. gen. Physiol. (Am.) 18, 739 (1930). 

2) Emulsin: Okta, Biochem. Z. 58, 329 (1919); Nordefeldt, 
Biochem, Z. 159, 1 (1925). Vgl. H. Tauber, J. of Bio!. Chem. 99, 258 (1932). 
Amylase: Hesse, Waldschmidt-Leitzu. Reichel, Diese Z. 204, 197 (1932). 

8) Vorl. iiber Physiol. 2. Aufl. 1, 299 (1875). 

*) Diese Z. 208, 258 (1932). 

5) Hofmeisters Beitrige 6, 396 (1905). 

6) Millers Archiv 1886, 90. 

15° 
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nicht fallbar sei.) — An einem nach C. Sundberg erhaltenen 
Praparat bestaétigten R. Willstaétter und Rohdewald’) diese 
Ergebnisse noch 1932; sie schlossen daraus im Sinne der friiher 
von Willstatter tiber die Zusammensetzung von Fermenten ge- 


jue vu’ a aw 


machten Annahmen, da der ,,Trager‘‘ der ,,aktiven Gruppe 
auch ein Nichtprotein®) sein kénne. Die gleiche Fragestellung 
wurde durch H. Kraut und Tria’) an Hand eines nach Bric ke 
dargestellten Pepsins bearbeitet; in Bestétigung der Bricke- 
schen Befunde fanden sie, daB ihr uber eine Cholesterinadsorption 
gereinigtes Priparat bei einer mit dem krystallisierten Pepsin 
Northrops vergleichbaren Aktivitaét eine von diesem wesentlich 
verschiedene Zusammensetzung aufwies, namlich 8,2°/, N, weniger 
als 1°/, Tyrosin und weniger als 4°/, Tryptophan gegeniiber einem 
den Proteinen entsprechenden Gehalt der krystallisierten Pepsine 
von 15,5°/, an N, 10,3°/, an Tyrosin und 2,2°/, an Tryptophan. 
Genauere analytische Angaben konnten wegen Mangel an Material 
nicht gegeben werden, die Darstellungsmethode war mit auBer- 
ordentlichen Verlusten verkniipft. Ausgesagt werden konnte je- 
doch, da8 nicht nur die Zusammensetzung, sondern auch der 
Spaltungsverlauf mit Casein als Substrat anders war als beim 
Northrop-Pepsin?®); die SchluBfolgerung, daB hier zwei ver- 
schiedene Pepsine vorligen, von denen nur eines, das krystallisier- 
bare, die typiachen Kennzeichen eines Proteins besitzt, erschien 
somit bereehtigt. 




















7) Diese Z. 208, 258 (1932). Vgl. Forbes, J. of Biol. Chem. 71, 559 
(1927); Tauber, J. of Biol. Chem. 99, 257 (1932). 

8) Vgl. die Arbeiten Willstatters iiber die Befreiung von Fermenten 
vom ,,Proteinballast‘‘: Saccharase, Willstatter, Ber. chem. Ges. 59, .159 
(1926) [vgl. dagegen H. Albers u. J. Meyer, Diese Z. 228, 122.(1934)]; Will- 
statter, Schneider u. Wenzel, Diese Z. 151, 6 (1926); Willstatter u. 
Schneider, Diese Z. 142, 257 (1925); Willstatter, Waldschmidt-Leitz 
u. Hesse, Diese Z. 126, 168 (1922/23); 142, 16 (1923/24); Waldschmidt- 
Leitz u. Reichel, Diese Z. 204, 197 (1931/32). 

®) H. Kraut u. Tria, Biochem. Z. 290, 277 (1937). 

1°) Allerdings darf aus der Verschiedenheit der Kinetik einer Pepsin- 
spaltung nur mit Vorbehalt auf eine Wesensverschiedenheit der verwandten 
Fermente geschlossen werden, denn der Spaltungsverlauf ist sowohl von der 
Reinheit des Pepsinpraparates [vg]. Northrop, J. gen. Physiol. (Am.) 2, 
471 (1920); Willstatter u. Rohdewald, Diese Z. 208, 258 (1932); Holter 
u. Linderstrém-Lang, Diese Z. 226, 149 (1934); Andersen, C. r. Trav. 
Labor. Carlsberg 19, 7 (1933)], als auch von den Konzentrationsverhaltnissen 
im Versuchsansatz stark abhangig (Northrop, Erg. Enzymforsch. 1, 302 
(1932); J. gen. Physiol. (Am.) 16, 41 (1932)]. 
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Kraut und Tria diskutierten als Erklirung die Méglichkeit, 
daB im Pepsinkrystallisat nach Northrop und im nichtprotein- 
haltigen Priaparat nach Briicke dieselbe ,,aktive Gruppe‘ mit 
verschiedenen Tragern verbunden sei. Damit war die umstrittene 
Frage, ob das Co-Ferment—Apoferment-Bauprinzip auch fur die 
bisher nicht in die beiden Bausteine trennbaren Fermente, ins- 
besondere fur das von vielen Seiten als Prototyp eines ,,einheit- 
lichen‘ Fermentproteins angefihrte Pepsin zu gelten habe, erneut 
gestellt. Auch Versuche, die wir bereits 1937 durchfihrten, warfen 
diese Frage auf'4); einen wichtigen und positiven Beitrag dazu 
lieferten in neuerer Zeit Felix und Mager??), welche aus trypsin- 
verdauten bzw. séure-hydrolysierten Pepsinlésungen mit Hilfe des 
basischen Protamins Clupein ein schwer lésliches Adsorbat (bzw. 
‘ine salzihnliche Verbindung) gewinnen konnten, welche deutlich 
eine peptische Aktivitat zeigte. 

Das peptisch wirksame Krystallisat Northrops hatte schlieB- 
lich ein Gemisch aus proteinartigen Beimengungen und einem 
aktiven Prinzip unbekannter Natur darstellen kénnen!%); denn 
die Fahigkeit der EiweiBe!*) und besonders des Pepsins zur Sym- 
plexbildung ist bekannt; in diesem Zusammenhang sind die kry- 
stallisierbaren Anlagerungsverbindungen von Pepsinprotein und 
Edestin bzw. : ee on nennen. Auch die Tatsache, 
da8 das nach Northrop krystallisierte Pepsin elektrokataphore- 
tisch in eine hdher aktive Seamed und in @in unwirksames 
Protein aufgetrennt werden konnte?*), stiitzt jene Moglichkeit1’). 
Die aus verschiedenen Tierarten als voneinander verschieden er- 


2 H. Albers, Vortragsreferat Angew. Chem. 50, 619 (1937). 
12) Diese Z, 259, 38 (1939). Vgl. dazu eine kritische Stellungnahme von 

H, Albers u. Mitarb. in den Ber. chem. Ges, 1943 (Januarheft, im Druck), 

18) Darauf weisen die Bestimmungen der Léslichkeit im sauren Medium 
hin (Steinhardt, Cold Spring Harbour Symposum 1938; vegl. 
in Nord-Weidenhagen, Hdb. d. Enzymologie I, 658 (1940). 

14) Sérensen, Kolloid-Z,. 58, 170, 306 (1930); v. Przylecki, Proc. roy. 
Soc. Lond. A 170, 65 (1939); Pedersen, das. 59. 

15) Waldschmidt-Leitz u. Kofranyi, Naturw. 2], 206 (1933); 
Dyckerhoff u. Tewes, Diese Z. 215, 93 (1933); 
Physiol. (Am.) 17, 165 (1933). 


Northrop 


vgl. Northrop, J. gen. 


16) Agreen u. Hammarsten, Enzymologia (Nd.) 4, 49 (1937); 
Tiselius, Henschen u. Svensson, Biochemic. J. 32, 1814 (1938). 

17) Northrop (in Nord-Weidenhagen, Hdb. d. Enzymologie, a. a, O.) 
will den Befund auf die Abtrennung einer Beimengung vom normalen Krystallisat 


zuriickfiihren. 
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haltenen krystallisierten Pepsinproteine?’), sowie die Fraktionen?®), 
die aus einheitlich krystallisierten Priparaten mit verschiedener 
Léslichkeit, Stabilitat und Wirkung erhalten wurden, entspriichen 
dann artspezifischen ‘zw. sogar organspezifischen EiweiBen, wie 
sie die Physiologie genugsam kennt und wie sie auch die Ferment- 
chemie aus Unterschieden im feineren Verhalten von sonst vodllig 
identischen Fermenten ableitet?®). 

Zwei Fragen sind daher fir das Pepsin zu kliren: einmal die 
nach der Existenz einer eiweiBfreien Abart — besser gesagt einer 
Abart, deren Zusammensetzung nicht mehr die fur EiweiBe typische 
ist —, und zum anderen die damit verkniipfte nach der Existenz 
einer diskreten Wirkgruppe im Pepsin. 


Der Begriff ,,Wirkgruppe“ gibt vorerst noch keine Fest- 
legung im Sinne eines ,,Copepsins’*, weleches nach dem iiblich ge- 
wordenen Sprachgebrauch von einem ,.Apopepsin‘’ reversibel 
aotrennbar sein miBte; die Wirkgruppe bezeichnet als Ober- 
begriff im gegebenen Falle auch eine in den groSen Molekiilverband 
des Fermentes fest eingebaute kieinere Gruppe, die aber — 
wie ein Co-Ferment — spezifisch Trager der peptischen Wirksam- 
keit ist, d.h. die die Wasseranlagerung an das Substrat in einer 
definierbaren Reaktion vermittelt. 


Wir bemiihten uns zunachst um die Schaffung einer brauchbaren 
priparativen Methode, um ein ,,eiweiffreies‘* Pepsin leichter und 
in gréBeren Mengen zuginglich zu machen*!), Nach den vor- 
liegenden Befunden ist es dem Proteinpepsin beigemengt; es fragt 
sich daher, ob es aus ihm durch einen Abbau entstanden ist 
oder ob es von vornherein, im natiirlichen Vorkommen, als kon- 
stante Beimengung vorliegt. Da8 solche gemischten Vorkommen 

18) Z.B. vom Schwein, Kiiken, Haifisch, Rind: Northrop in 
Nord-Weidenhagen, ‘Hdb. d. Enzymologie 1, 660 (1940); vom Salm: 
Norris u. Elam, J. of Biol. Chem. 184, 443 (1940); vom Lachs: Fruton 
u. Bergmann, J. of Biol. Chem. 186, 559 (1940); vgl. dazu auch das dem 
Pepsin vergesellschaftete Gastroglobulin des Magensaftes, das eine ahn- 
liche Krystallform aufweist [L. Martin, J. of Biol. Chem, 102, 112, 133 
(1933)]. 

~4+9) Desreux u, Herriot, Nature (London) 144, 287 (1939); Herriot, 
Desreux u. Northrop, J. gen. Physiol. (Am.) 24, 213 (1941); Steinhardt, 
J. of Biol. Chem. 129, 135 (1939); vgl. dazu Levene, Science 78, 494 (1931). 

20) H. Albers, Hdb. d. Enzymologie 1, 411 (1940). 

21) Die Herstellung nach Briicke ist auBerst verlustreich, vgl. Kraut 
u. Tria, a.a. O. 





ut 


Zur Frage des ,,eiweiBfreien“’ Pepsins 209 


moéglich sind, ergibt sich aus Erfahrungen bei anderen Fer- 
menten??). 


Als eine giinstige Reinigungsmethode bei physiologischem 
Material erweist sich oft eine ausgedehntere Selbstverdauung; bei 
der Reinigung der Nierenphosphatase?%) hatte sie zu besonders 

instigen Erfolgen gefihrt. Wenn nun, wie es den Anschein hat, 
im Magensaft verschiedene Pepsine sezerniert werden, so sollte 
auch hier die Méglichkeit des gegenseitigen Abbaues und dazu 
eines intensiven Abbaues der begleitenden, mehr oder minder fest 
gebundenen EKiweiBe bestehen. Dieser Abbau findet in der Tat 
unter Bildung neuartiger Pepsine statt: LaBt man die aus Magen- 
schleimhaut bereiteten Rohlésungen bei 0° im Kihlschrank tiber 
mehrere Monate stehen, so kann, nachdem ein ausfallender volumi- 
ndser Niederschlag von Zeit zu Yeit abzentrifugiert wurde, aus 
denselben bei einem px von 3,2 durch eine langsam durchgefihrte 
Drittelsattigung mit Magnesiumsulfat ein Niederschlag er- 
halten werden, der durch Digerieren mit 70°/jigem Alkohol in 
eine lésliche Fraktion (III) und in eine unldsliche Fraktion (IT) 
zu zerlegen ist. Das Geléste kann durch Abkihlen auf —18° 
wieder zum Ausfallen gebracht werden. Die-beiden Anteile sind 


weiBe bis gelbliche, in Wasser (oft mit geringem Riickstand) lés- 


liche Pulver, ihre Aktivitét ist — bezogen auf den gleichen 
Stickstoffgehalt — von der gleichen Gré8enordnung wie die des 


krystallisierten Pepsins [vgl. Fig. 1 und 2?4)]. In trocknem Zu- 
stand sind sie recht haltbar, ein Vorteil, der sich gegeniiber den 
krystallisierten Pepsinpriparaten besonders auswirkt. 

Die Léslichkeit in 70°/,igem Alkohol stellt die Fraktion III 
aus den bisher bekannten Pepsinpraparaten heraus. Ahnliche 
Verhaltnisse scheinen nur beim Pepsin des Rindes (Magensaft) 
vorzuliegen, wo der durch Sattigen mit Ammonsulfat erzeugte 
Niederschlag in 60°/,igem Aceton gelést und mit 75°/,igem Aceton 
in reinem Zustand zur Ausfallung gebracht wird*5). Das aus- 

22) So aus den verschiedenen Arten der Nierenphosphatasen, wie Cloe- 
tens, Naturw. 27, 806 (1939); 28, 252 (1940); Biochem. Z. 807, 352; 808, 37 
(1941); Enzymologia (Nd.) 6, 45; 7, 157 (1939) sie unterscheidet. 

23) H. u. E. Albers, Diese Z. 282, 189 (1935). 

24) Bemerkenswert ist die Form der Mengenwirkungskurve des in 
70°/,igem Alkohol léslichen Praparates III: der geradlinige Anstieg sowie der 
scharfe Knick deuten auf sehr gleichmaBige Bindungsverhaltnisse zum Substrat 
hin, der asymptotisch verlaufende Endast kennzeichnet den Zustand der voll- 
standigen Sattigung des Substrats mit Ferment. 

#6) Northrop, J. gen. Physiol. (Am.) 16, 615 (1933). 
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gefillte Krystallisat entspricht indessen dem wblichen globulin- 
aibnlichen Protein. 

Das in 70°/,igem Alkohol lésliche Pepsin besitzt éuBerlich 
eine Ahnlichkeit mit den Prolaminen, die als Kleberproteine 





rn 
— 
T 
































Fig. 2 
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Mengen -Wirkungs - Kurven 


1: MgS0O,-Fallung aus frischer Rohldsung, 
s “ gealterter = unléslich in 70°/,igem Alkohol, 
Ll: Ne as = . ra ” Jéslich » 70°, igem a 
IV: Krystallisiertes Pepsin nach Northrop. 

(Vgl. Tab. 1) 


; 


wichtig sind. Ob diese Ahnlichkeit. auch im chemischen Bau und 
in der Zusammensetzung der Aminosduren®*) auftritt, mtssen 
weitere Untersuchungen zeigen. Auffallig ist der hohe Tryptophan- 


26) Viele Prolamine enthalten bedeutende Mengen an Glutaminsaure 
[Zein 31,3°/,, vgl. Dakin, Diese Z. 180, 159 (1923)], dafiir fehlt oft das 
Tryptophan. 
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gehalt, der mit 8,5°/, den des krystallisierten Pepsins von Nor- 
cthrop (2,2°/,) betrachtlch tberschreitet. Die Analysenwerte fiir 
den Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffgehalt liegen in der 
fiir EiweiBe beobachteten GréBenordnung, sie sind damit denen 
des kry stallisierten Pepsins ahnlich (Tab. 13. 

Die Aktivitats-px-Kurve des in 70°/,igem Alkohol léslichen 
Priparates zeigt mit derjenigen des Pepsins groBe Ahnlichkeit. 
Es tritt ein ausgeprigtes Maximum der Wirkung bei einem 
pu-Wert um 1,5 auf, also gegen das pxa-Optimum des Pepsins 
etwas gegen das saure Gebiet verschoben; im alkalischen ist es 
wirkungslos, zwischen px 8 und 6 tritt die labende Wirkung hervor. 
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Aktivitats-p,-Kurve 


(Angewandt je 1 mg Ferment entsprechend 0,1423 mg N; Casein als Substrat) 


Das neue Pepsin entsteht offenbar erst wahrend der fort- 
schreitenden Abbauvorginge. Versucht man ndmlich seine Iso- 
lierung durch Magnesiumsulfatfaillung von frischbereiteten (2 bis 
8 Tage alten) Pepsin-Rohlésungen und nachfolgende Extraktion 
des Niederschlages, so gewinnt man wesentlich geringere Mengen, 
die meistens in dem 70°/,igen Alkohol beim Abkiihlen auf —18° 
kolloid zerteilt bleiben. 

Das Casein-Spaltvermégen des aus einer frischen Lésung durch 
MgSO,-Fallung gewonnenen Pepsins ist dem Spaltungsvermégen 
des in 70°/,igem Alkohol unléslichen Anteiles sehr ahnlich (Fig. 11 
und 2II). Die gefundenen Stickstoffgehalte kénnen wegen des 


hohen Aschengehaltes2’) nur orienticrenden Wert haben und zu 


27) Der Aschengehalt ist in den Priparaten I und II der Tab. 1 zur Haupt- 
sache durch MgSO, bedingt. 
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weitergehenden Vergleichen nicht herangezogen werden. Die Ver- 
schiedenheit der Fraparate wird durch ihre Tryptophangehalte 
(Tab. 1) verdeutlicht. . 

Tabelle 1 








Trvpto- Aus dem 
Analysenwerte 1D "/o Be ate Tryptophan 
Substanz ae gehalt errech- 
gehalt |netes Mindest- 
C H N | Asche} in °/, Mol.-Gew. 
Pepsinfallung 
I, mit MgSO, aus 
frischer Lésung | —- | — _ | (11,44)9*), 28,26 1,82°) — 
Niederschlag | 
aus gealterter 
Lésung 


II. a) unldslich in 
70°/,igem Al- 
SS re — | —= | (11,26)%8) | 24,24 2,678) 

III. b) léslich in 
70°/,igem Al- 











kohol . . . . | 50,54 6,68 | 14,23 0,61) 3,5 6000 
IV. Krystallisiertes | 
Pepsin**) - 2 a 52,4 | 6,67 | 15,3 0,40 2,2 9300°°) 


Einen Anhalt wber die MolekulargréBe geben nun Fallungs- 
versuche der 8 Praparate mit Sulfosalicylsdure als typischem 
und empfindlichem Fallungsmittel fiir die hochmolekularen Pro- 
teine. Nur das Priparat I ergibt eine deutliche Fallung; das 
Praparat IT gibt sie wesentlich schwacher, und das Priaparat III 
bleibt selbst mit dem 10fachen derjenigen Menge, mit der das 
Northrop-Pepsin eine eindeutige Reaktion ergibt, reaktionslos 
(Tab. 2). Mit Sicheriieit liegt also in ihm kein Protein im wblichen 
Sinne von der MolekulargréBe des Northrop-Pepsins vor, 
sondern wahrscheinlich ein peptonihnliches Gebilde, auf das die 
errechnete MindestmolekulargréBe (Tab. 1) zutreffen kénnte. {In 
Ubereinstimmung damit stehen spiter zu besprechende Versuche 
uber die Nichtfallbarkeit von Pepsinen mit neutralem oder basischem 
Bleiacetat sowie iber die Auftrennung von Pepsinen durch Ultra- 
filtration®?) ]. 


28) Werte berechnet unter Beriicksichtigung der von der Einwaage 
abgezogenen Aschengehalte. 
7°) Zahlen nach Northrop, Erg. Enzymforsch,. 1, 323 (1932). 
8°) Gefunden 34—36000 (Northrop, a. a, O.). 
31) Vgl. den Versuchsteil. 


is) 
OS 
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Die folgende Tab. 2 zeigt die zusammengestellten Priifungs- 
ergebnisse mit einigen wtblichen EKiweiBreagenzien fiir die neu- 
sewonnenen sowie die fiir die bisher niher charakterisierten Pepsine 
nach Northrop und nach Briicke: Im Vergleich mit dem 
Northrop-Pepsin gibt es demnach weitere Pepsine gleicher 
\ktivitat, die durch ihre Nichtfallbarkeit mit Fallungsreagenzien 
fur Proteine charakterisiert sind. 


Tabelle 2 





.o r | © | mw Tt we FS lh 
a . >SO,. | MgSO,-Fallung a aoe Gene 
~~. Praparate MgSO,- | atv Fall » teen 
in ae Fallung | gealterter Losung bh Bricke- 
= / ~ bd t a] % ' U ro = 
Reaktion aus frisch.| alkohol- | alkohol- | — pe, Pepsin®*) 
“| Lésung | unléslich | léslich Pepsin **) 
on oe 5 mg 5 mg 5 mg 0,5 mg 
SULTOE / Se ° ° / : 

. +- (+) : t 
Xanthoprotein. .. . ot + ++ 
Millon-Reaktion auf 

Bo ad (+) (+) +: + + — (<< 1°/,) 
Voisenet-Reaktion 

auf Tryptophan. . -+ + {. + - (<< 49/5) 
Biuret-Reaktion auf 

Peptidbindungen. . 4- |. + + 
Molisch- Reaktion auf 

Hexosen oe 
Reaktion auf Cystin 

(PbS-Bildung)*). - + ++ ++ + 














Zur Vereinfachung der Bezeichnungsweisen schlagen wir vor, 
diese Pepsine als Allopepsine zu kennzeichnen. 

In welche Gruppe von Eiwei8k6rpern das hier beschriebene 
Allopepsin einzureihen ist, und ob es sich bei ihm tatsachlich um 


ein Pepton®>) handelt, das von dem als Globulin zu kennzeichnenden 


83) Vel. die Ergebnisse von Kraut u. Tria (a, a. O.). 

88) Und Phenolderivate. 

84) Die Ausfiihrungsform dieser Reaktion gestaltet sich dadurch sehr 
empfindlich, daB die zu priifende Substanz direkt mit einer stark alkalischen 
Lésung von Natriumplumbit (heiBe Natronlauge + Bleiacetatlésung) erhifzt 
wurde. So geniigen wenige y Substanz, die sich im gegebenen Fall beim Ein- 
bringen in die heiBe Reagenzlésung sogleich braun bis schwarz farben, fiir den 
Schwefelnachweis. 

85) Man kann allenfalls noch den Begriff ,,Albumosen“ diskutieren; 
nach einem Vorschlag Abderhaldens laBt man indes die unzuverlassige und 
oft willkiirliche Unterscheidung zwischen Albumosen und Peptonen besser 
fallen, 
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krystallisierten Pepsin Northrops zu trennen ist, kann erst eine 
niihere Analyse lehren. Die Aussalzbarkeit mit MgSO, und die 
Nichtfallbarkeit mit Sulfosalicylsiure stehen nicht im Widerspruch 
zueinander, denn fiir die Fallbarkeit durch Neutralsalze kann 
entweder die MolekulargréBe, zum anderen aber auch die Art der 
in den fallbaren Stoffen vorhandenen Aminosauren verantwortlich 
sein. So zeigte bereits E. Fischer**), daB sogar Tripeptide und 
Tetrapeptide durch Ammonsulfat fallbar sind, sofern sie Cystin*’) 
oder Tyrosin**) enthalten, wahrend Proteinfaillungsmittel (Ferro- 
cyankalium und Salzsiure, Sublimat) keine Fallungen erzeugen. 

Das Allopepsin III hat bei ahnlicher Aktivitat?®) eine geringere 
MolekulargréBe als das Northrop-Pepsin. Es ist also entweder 
ein besonderes Individuum einfacher oder zusammengesetzter 
Art, das mit diesem nichts zu tun hat, oder es stellt ein Teilstiick 
dar, das mit anderen nativen Eiwei8ko6rpern des Magensaftes zu- 
sammenzutreten vermag zu einem festen stochiometrischen Sym- 
plex, der sich in Form bestindiger Krystalle von der Molgro8e 35000 
gewinnen lai8t. Fir die letzte Moglichkeit sprechen die einleitend 
erwahnten Auftrennungs-%* 4%) und Loésungsversuche 4%) am _ kry- 
stallisierten Pepsin sowie dessen ausgeprigte Tendenz zu festen 
Symplexbildungen mit anderen EiweiBen4 #2). 

Die Befunde deuten darauf hin, daB sich in den Pepsin- 
fermenten eine diskrete Wirkgruppe befindet, die, hoher- oder 
niedermolekularen Eiweifen eingebaut oder cofermentartig ver- 
haftet, eine in ihrem Sinne gleiche, nur im AusmaB verschiedene 
proteolytische Wirkung veranlaBt. Einen niedermolekularen Wirk- 
stoff, Pepsidin genannt, der auch ohne Apofermenteiwei8 in 
auBerst geringen Mengen4%) eine proteolytische Aktivitiét ent- 
faltet, konnten wir in jiingster Zeit im Magensaft nachweisen und 





86) EK. Fischer u. E. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 40, 3544 (1907). 
87) E. Fischer u. 0. Gerngross, Ebenda 42, 1485 (1909). 
88) Auf die Unzulanglichkeit der Aktivitatsbestimmungen fiir genauere 
Aussagen wurde schon einleitend hingewiesen, 
*%) Agreenu. Hammarsten, Enzymologia (Nd.) 4, 49 (1937); Tiselius, 
Henschen u. Svensson, Biochemic. J. 32, 1814 (1938). 
*°) Desreux u. Herriot, Nature (London) 144, 287 (1939); Stein- 
hardt, J. of Biol. Chem. 129, 135 (1939); vgl. dazu Levene, Science 73, 494 
(1931). 
41) Dyckerhoff u. Tewes, Diese Z. 215, 93 (1933). 
*2) Vgl. Northrop, J. gen. Physiol. (Am.) 17, 167 (1933). 
*8) GroBenordnung von 10—30 ». 
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als hochaktives Konzentrat isolieren**). Seine Lésungen zeigen im 
oxydierten Zustand ein ausgepragtes peptisches und im nicht 
oxydierten — natiirlichen — Zustand ein ebenso ausgeprigtes 
tryptisches Wirkungsoptimum*®), Dieses Pepsidin, wie eine 
Coproteinase ohne Apoproteinase wirkend, wird von seinem 
hochmolekularen Eiwei8substrat gebunden, und das entstandene 
,,Pseudoferment'S baut sich alsdann selber ab. — Ahnliche Bin- 
dungen kénnten auch eintreten mit anderen nicht abbaufahigen 
nativen HiweiBen, zumal das Pepsidin sauren Charakter hat; es 
ist also méglich, daB die Allopepsine (bzw. ein Teil derselben) aus 
einem ,,Trager‘‘ und aus Pepsidin als Wirkgruppe aufgebaut sind. 
Hier miissen weitere Versuche Klarung schaffen; die vorliegenden 
zeigen bereits die Bedeutung einer Wirkgruppe fiir die Bindung 
Ferment—Substrat. 

Hinweise auf das Vorliegen verschiedener Pepsine, insbesondere 
soleher, die sich ahnlich dem Allopepsin hinsichtlich ihrer Fallungs- 
reaktionen verhalten, lassen sich auch aus anderen Aufarbeitungs- 
giingen gewinnen. So laBt sich das Pepsin aus Rohlésungen weder 
mit Bleiacetat bei px 5,0 noch mit Bleiessig bei px 2,5 vollstindig 
ausfallen, immer erweisen sich nach dem Entbleien sowohl Nieder- 
schlag als auch Filtrat als peptisch aktiv**). Der allopepsinahnliche 
Stoff des aktiven Filtrats ist auch mit Silbernitrat nicht fallbar. 

Weiterhin lassen sich — auch hochgereinigte — Pepsin- 
praparate*’) auf Grund einer Ultrafiltration durch ein Kollodium- 
filter aufteilen: sowohl im Nichtfiltrierbaren als auch im Filtrat 
findet sich peptische Aktivitét. Auch hier hat offenbar eine Auf- 
trenne™s nach den MolekulargréBen stattgefunden, und zwar kann 
aus Erfahrungen mit ultrafiltrierbaren Praparaten von Nierenphos- 
phatase#’) geschlossen werden, daB das Molekulargewicht des 
Pepsinultrafiltrats niedriger als 6—10000 ist. Dieser Schlu8 steht 
in Ubereinstimmung mit dem vorher aus dem Tryptophangehalt 
errechneten Molekulargewicht. 





44) H. Albers, A. Schneider u. I. Pohl, Ber. chem. Ges. 1943 (im 
Druck). 

45) Wobei es noch offen bleibt, ob fiir die Erzeugung der beiden py-Optima 
(bei 2 und bei 7) zwei Wirkstoffe verantwortlich sind, fiir die der Name ,,Pep- 
sidin‘‘ ein vorlaufiger, aus der Herkunft abgeleiteter Sammelbegriff ist. 

46) Elblinger u. Funk [Biochem. Z. 191, 186 (1927)] vermochten ein 
Handelspraparat (Merck, Darmstadt) mit neutralem Bleiacetat vollstandig zu 
fallen; diesem fehlte offenbar die Allopepsinkomponente, 

47) Witte-Pepsin mit einem Gehalt von etwa 25°/, Reinpepsin. 

48) H. u. E. Albers, Diese Z. 232, 183 (1935). 
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Eine merkwirdige Erscheinung zeigte sich bei den Ultrafiltrations- 
versuchen, wenn dabei ein Pepsin‘?) Verwendung fand, welches vorher mit 
organischen Lésungsmitteln (Ather, Petrolather-Aceton) extrahiert wurde‘). 
Die mit dem extrahierten Produkt aufgenommene Spaltungskurve (Casein) 
erweckt den Anschein, als ob sich in einer autokatalytischen Reaktion 
Pepsin wahrend der Spaltung neu bilde; auBerdem werden schlieBlich be- 
trachtlich héhere Spaltungsgrade erreicht als mit dem nicht extrahierten 
Produkt®*), Die merkwiirdige Form des Spaltungsverlaufs tritt mit dem 
Ultrafiltrat wieder auf, der geléste Filterriickstand zeigt ein normales Spaltungs- 
verhalten. Ein Zusammengeben von Ultrafiltrat und geléstem Riickstand 
fiihrt zu einem Uberwiegen des Einflusses des letzteren, die Spaltungskurve 
zeigt ein Ansteigen der Reaktionsgeschwindigkeit im Verlauf des Abbaus. 
Eine Deutung dieser merkwiirdigen Befunde ist vorerst nicht mdglich; sie 
zeigen den Einflu8 von Begleitstoffen auf den Spaltungsverlauf?®), 


Absichtlich haben wir bisher bei den Schlu&folgerungen die 
Bezeichnung_,,eiweiBfrei‘' vermieden. Zweifellos sind die Allo- 
pepsine im gebrauchlichen Sinne als frei von héher- molekularen 
KiweiBen zu kennzeichnen. Zu leicht aber fihrt eine solche Be- 
nennung zu der Schlu&folgerung, als traten an die Stelle der Ei- 
weiBe andere hochmolekulare Naturstoffe, z. B. Kohlenhydrate, 
als Trager der Wirkgruppe. Mit Sicherheit ist dies bisher 
bei keinem einzigen (geniigend gereinigten) Ferment 
nachgewiesen worden; feinere Nachweismethoden heBen stets 
Bestandteile erkennen, die fiir EiweiB charakteristisch sind54). Das 
gekennzeichnete Allopepsin ist also wohl globulinfrei, immer noch 
aber gehért es in die Gruppe der EiweiBkorper. 

Ks ist wahrscheinlich, da8 auch in anderen Gruppen wirkungs- 
gleiche Fermente mit verschiedenem Molekulargewicht existieren®?) 
und daB aus ihnen nieder-molekare Anteile isoliert werden kénnen. 
Auch diese kénnte man als ,,Allofermente’ kennzeichnen. Dem 
stiinde allerdings die Erfahrungstatsache entgegen, daB die meisten 
ApoiermenteiweiBe mit streng auswaihlender Spezifitat ihre Sub- 
strate binden; darin verrit sich offenbar eine ausgeprigte Ab- 

4%) Vgl. den Versuchsteil. 

5°) Diese Eigenschaft war nicht allen untersuchten Praparaten eigen, 
vielfach fanden sich auch Schadigungen als Erfolg der Extraktion. 

5!) Vgl. dazu die behauptete Tryptophanfreiheit der Saccharase, 
H. Albers u. J. Meyer, Diese Z. 228, 122 (1934). 

62) Das geht z. B. aus absorptionsspektrographischen Untersuchungen 
an reinsten Saccharasepraparaten hervor5!), — Auch von der Urease ist eine 
hohe Assoziationsfahigkeit nachgewiesen; die kleinsten Anteile haben ein 
Teilchengev icht von 17000, die gréBten ein solches von 700000 [D. B. Hand, 
J. Amer, Chem. Soc. 61, 3180 (1939). 22 
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hangigkeit vom Feinbau der Apofermente. Es hat den Anschein, 
als ob die Gruppe der Pepsine besonders unempfindlich ist 
gegen Anderungen ihres molekularen Feinbaus, soweit diese den 


,,Trager‘‘53) betreffen, oder — vom Standpunkt einer Wirkungs- 
gruppe aus gesehen — als ob diese auch ohne die ausschlag- 


gebende Vermittlung eines spezifischen Tragermole- 
kils54) an ihr Substrat herantreten kénnte. 

In der Gruppe der erweiBabbauenden Fermente ist ein weiteres 
Beispiel dazu das Trypsin®®), welches durch langdauernden enzy- 
matischen Eigenabbau so verandert werden kann, da8 die resul- 
tierenden Priparate trotz hoher, dem krystallisierten Trypsin ver- 
gleichbaren Aktivitaét keine Proteinreaktionen mehr zeigen. Das 
Trypsin vermag danach ebenfalls als ,,Nichtprotein‘, als Allo- 
trypsin, zu wirken. Die Dialysierbarkeit mancher Trypsin- 
priparate5*) ist mdglicherweise auf dessen Anwesenheit zuriick- 
zufihren. 


Experimenteller Teil 


Die peptische Wirksamkeit der untersuchten Substanzen wird 
durch die Caseinspaltung bei 40° bestimmt. Die Zahl der freigelegten Carb- 
oxylgruppen wird ermittelt durch Titration von je 5 ccm des Versuchsansatzes 
mit n/10-alkoholischer Kalilauge nach Willstatter und Waldschmidt- 
Leitz®?), Als Substrat dient 6°/,ige Caseinlésung [6 g Casein (nach Ham- 
marsten®’) in 94 ccm Wasser + 6cemn/1-NH,]. Die Caseinlésung mu8 vor 
den Versuchen mindestens 2 Tage gestanden haben, um reproduzierbare Werte 
zu ergeben. 

10 ccm Caseinlésung werden 10 Minuten im Thermostaten (40°) belassen 
und sodann in eine Lésung gegeben, die neben der zu priifenden Substanz 
6 ccm n/5-Salzsiure enthalt. Mit n/100-Salzsiure wird das Gesamtvolumen 
sofort auf 25,0ccm gebracht. Das px vor und wahrend der Spaltung ist mit 
1,9—2,0 dasselbe. 


53) Als Oberbegriff und im Unterschied zu dem Begriff ,,Apoferment“, 
der die Abtrennbarkeit vom Co-Ferment voraussetzt, angewendet. 

64) Ahnliche Unspezifitat des EiweiBanteils findet man auch in anderen 
Fermentgruppen, z. B. bei den Esterasen, den Phosphatasen. Diese Fermente 
spalten — in weitgehender Unabhangigkeit von der Herkunft — ihre Sub- 
strate recht unspezifisch, die Phosphatasen z. B. Phosphorsaureester fast 
unabhangig von deren Alkoholkomponente. [Vgl. H. Albersin Nord-Weiden- 
hagen, Hdb. d. Enzymologie 1, 419 (1940)]. 

55) Tauber u. Kleiner, J. of Biol. Chem. 104, 267 (1934). 

66) R. Ehrenberg, Biochem. Z. 149, 270 (1934); Fricke, Fischer 
u. Borchers, Kolloid-Z. 39, 159 (1926). 

57) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 

58) Bzw. Pepton (Witte) fiir Versuch 3 Tab. 2. 
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Der fiir jede Versuchsreihe durchgefiihrte Leerversuch ohne Ferment 
ergibt 
ee a ae a a ee er, 10 30 8=©60~— 120 Min. 
einen Verbrauch an n/10-KOH. . 0,00 0,02 0,05 0,07 0,08 ccm 
(Fehlergrenze: + 0,01 ccm) 


Bei den angegebenen Spaltungswerten der gepriiften Substanzen sind die Werte 
des Leerversuches abgezogen, — Alle angegebenen Versuche stellen eine Aus- 
wahl aus vorhandenen gleichartigen dar. 

Die Herstellung der Pepsin-Roklésung erfolgte in Anlehnung 
an die von C. A. Pekelharing®®) gegebene Vorschrift. Der Fundusteil von 
20 Schweinemagen wird zerkleinert und in 8 Litern 0,5°/,iger Salzsaiure 
30 Stunden bei 37° verdaut. Nach dem Zentrifugieren und Filtrieren wird 
die klare Lésung bis auf 1/, ihres urspriinglichen Volumens im Vakuum bei 
einer Temperatur von 25—30° eingeengt (Trockengewicht etwa 60 mg/ccm) 
und dann im Eisschrank aufbewahrt, 


Fallung der Pepsinlosung mit Magnesiumsulfat. 1200 cem mehrere 
Monate gealterte Rohlésung werden mit konzentriertem Ammoniak auf px 3,2 
(colorimetrisch) eingestellt. Zu dieser Lésung gibt man unter dauerndem 
Riihren 800 ccm gesattigter Magnesiumsulfatlésung und la8t etwa 24 Stunden 
bei 0° stehen. 

Der ausgefaliene Niederschlag wird abzentrifugiert; sein Gewicht ist 
etwa 30 g (feucht gewogen). Nach Suspendieren in 200 ccm 70°/,igem Alkohol 
148t man unter haufigem Umschiitteln (mit Glasperlen) 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, saugt vom unldéslichen Riickstand (Fraktion II) ab und 
trocknet diesen nach Schiitteln mit 96°/,igem Alkohol und mit Ather iiber 
Calciumchlorid im Vakuumexsiccator. Die Lésung bleibt 24 Stunden im Tief- 
kiihlschrank bei — 18° stehen. Der ausgefallene Niederschlag wird abfiltriert 
und mit Ather gewaschen (Fraktion IIT). — Es ist darauf zu achten, daB durch 
moglichst intensives Riihren und sehr langsames Zugeben der Magnesium- 
sulfatlésung eine langsame Faliung statthat. 


Darstellung des krystallisierten Pepsins. Die Darstellung erfolgte 
nach der von Northrop™) angegebenen Vorschrift. Das krystallisierte Pro- 
dukt wird unter gesattigter Magnesiumsulfatlésung im Eisschrank aufbewahrt. 
Fiir die einzelnen Versuche wird es in n/100-Salzsiure gelést. Neben der Be- 
stimmung des Trockengewichts wird der in 1 ccm enthaltene Stickstoffgehalt 
durch Analyse ermittelt. Die gemessene Aktivitat wird bezogen auf den ge- 
fundenen Stickstoffgehalt. — Wir erhielten aus 100g Parke-Davis- Pepsin 
etwa 8g krystallisiertes Produkt. Die Ausbeute betragt analog den vor 
H. Kraut und Tria®*!) gemachten Angaben 30—40°/,. 


Colorimetrische Bestimmung des Tryptophangehaltes. Die Be- 
stimmung erfolgt auf Grund der Voisenetschen Farbreaktion mit Form- 
aldehyd, Salzsiure und Nitrit unter den von O. vy. Fiirth und Z. Dische®) 
angegebenen Bedingungen. 


59 


) Diese Z. 22, 233 (1896). 
6°) Northrop, J. gen. Physiol. (Am.) 18, 739 (1930). 
61) A.a. O. 
62) O. v. Firth u. Z. Dische, Biochem. .Z. 146, 275 (1924). 
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75,0 mg Substanz wird in 5,0cem 30°/,iger KOH gelést. Nach zwei- 
tagigem Stehen bei Zimmertemperatur wird in je 2,0 ccm der Lésungen der 
Tryptophangehalt durch die Voisenetschen Reaktion bestimmt. Die Mes- 


sung erfolgt im Pulfrich-Photometer mit Filter 8S 53. 
jedes Reaktionsansatzes betragt* 20,0 ccm. 


Das Gesamtvolumen 

















Praparat Einwage Schichtdicke Absorptions- Entspr. y 
der Tab. 1 mg der Kiivette | koeffizient K ‘Tryptophan 
I 30,0 1,0 0,240 395 y 
{I 30,0 0,5 0,470 595 y 
Lil 30,0 0,5 0,840 1035 y 


Als Eichkurve werden die von R. Kuhn und P. Desnuelle®) ermittelten 
Werte der Tryptophanbestimmung zugrunde gelegt. Eigene Kontrollmessungen 
fihrten zu den gicichen Werten. 


feinigung von Witte-Pepsin durch Extraktion. 5,0g Witte- 
Pepsin™) werden 15 Stunden lang im Soxhlet-Apparat mit Aceton—Petrol- 
ather (1:1) extrahiert. Nach Abfiltrieren und Trocknen des extrahierten 
Produkts im Exsiccator werden 100 mg (gelést in n/10-HCl) verglichen mit 
der gleichen Menge des Ausgangsmaterials. 











me cem n/10-KOH verbraucht nach 

Pepsin 10 30 60 Min. 
100 0,30 0,56 0,69 Vor der Extraktion 
100 0,15 0,76 2,06 Nach der Extraktion 


Ultrafiltrationen. 1. 3g eines durch Extraktion gereinigten Witte - 
Pepsins®) werden in 60,0 ccm n/10000 cem HCl gelést und 50,0 ccm dieser 
Lésung U, bei einem Druck von 50 at. durch ein Kollodiumfilter (2°/,ig) 
ultrafiltriert. Der Filterriickstand U, wird in 50 ccm n/1000-Salzsaure gelést, 
die filtrierte Lésung hat ein Trockengewicht von 10,9 mg/ccm, — Das Ultra- 
filtrat U, wird mit n/10000-HCl auf 50 ccm aufgefillt, die filtrierte Losung 
hat ein Trockengewicht von 34,6 mg/cem. Das Ergebnis der Priifung der ein- 
zelnen Losungen im Versuchsansatz zeigt folgende Tabelle: 





ecm n/10-KOH ver- 
— braucht nach 


10 30 60 Min. 


Urspriingliche Losung . U, 100 0,15 | 0,78 2,06 
Filterriickstand . U, 43,6 0,31 0,50 0,75 
Ultrafiltrat. . . . U, 138,4 0,01 0,13 0,76 











U, + U, | 21,8 + 69,2 | 0,04 | 0,19 | 0,69 


63) R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. chem. Ges. 70, 1907 (1937). 
64) Mit einem Gehalt von etwa 25°/, an ,,Reinpepsin™. 
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2 40 ¢ (nicht extrahiertes) Witte-Pepsin werden nach der von Nor- 
throp angegebenen Vorschrift zur Darstellung des krystallisierten Pepsins 
liber eine Macnesiumsulfatfallung, Auflésen des Niederschlages in Na(QH) 
(py nicht ber 5,0) und Wieder-Ausfal 


i 


len mit Schwefelsiure gereinigt. Det 


erhaltene Niederschlag wird in 25,0 cem n,10000-Salzsaure geldst (py 4.0 
. J *) : yt Lavy } r) 1? crea} rigs? ’ 1; 

Losung U,. 20.0 eem werden unter den oben angegebenen Bedi 

ultrafiltriert. Der Riickstand U, wird in 20,0 cem n/10-Salzsaure gel 


F 80.0 cem 


—~ 


1 
‘ 
dann wird mit verdiinnter Natronlauge auf pq 4,0 gebracht und a 
aufgefiilt: Loésung U,. Das Ultrafiltrat wird mit n,/10000-Salzsiure 


Ausganysvolumen (10,0 eem) aufycfiillt: Losung U 





Menge cem n/l0-NKOH verbraucht nach 
Lye ; = 
eem 10 30 60 Min, 
Urspriingliche Lésung Uy 5,0 0,32 0,46 0.55 
Ultrafiltrat. ..... fs 5,0 0,02 0,14 0,19 
Filterriickstand. .. . oe. 2,0 O18 0.22 0.37 











Schwermetallsalzfallungen. a) Fallung mit Bleiessig (D. A.B. V1) bei 
pu 2,5: 400,0 ccm Rohlésung mit einem Trockengewicht von 119.0 mg ccm 
werden mit 300 ccm Bleiessig (D. A.-B. VI) versetzt. Der entstehende Nieder- 
schlag wird nach dem Absitzen durch Zentrifugieren abgetrennt und mit 
n/10-Essigsiure ausgewaschen, — Der Niederschlag wird in 200 ccm n 10- 
Essigsaure aufgeschwammt, mit H,S entbleit und der Schwefelwasserstoff 
durch CQ, entfernt, Trockengewicht der entstehenden Lésung B,: 8,4 mg/ecm, 
— Die durch Bleiessig nicht gefallte Lésung wird nach vorsichtigem Zusatz 
von 3,0 ccm Eisessig durch H,S entbleit und der Schwefelwasserstoff durch 
CO, entfernt. Trockengewicht der Lésung B,: 22,2 mg/ccm. 











ecm n/10-KOH verbraucht nach 
mg 
10 30 60 Min, 
Bb, 8,4 0,11 0,2 0,28 
B, 22,2 0,11 0,13 0,13 


150,0 com der Lésung B, werden im Vakuum (¢ = 25—30°) eingedampft, 
es resultiert ein gelblich-weiBes Pulver. Davon werden 500mg in 5,0 ccm 
Wasser gelést (pq 5,0). Zu dieser Lésung gibt man 40 Tropfen Silbernitrat 
(10°/,ig) und priift auf Vollstandigkeit der Fallung. 

Der entstehende Niederschlag (kein AgCl) wird durch Zentrifugieren 
abgetrennt. Losung und Niederschlag werden nach dem Entsilbern und Ent- 
fernen des Schwefelwasserstoffs gepriift. Der Niederschlag ist inaktiv, di 
Loésung ergibt mit 2ccm die folgende Spaltung: 





ceem n/10-KOH verbraucht nach 


10 30 60 Min. 


0,16 
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b) Fallung bei py 5,0: 

250 ccm Rohlésung werden mit n/l-Ammoniak auf pq 5,0 gebracht und 
mit 50,0cem Bleiacetatlésung (10°/,ig) versetzt. Auf Vollstandigkeit der 
Fallung wird gepriift. Der entstehende Niederschlag wird durch Zentrifugieren 


rovetrennt, Niede rschlag B, und Li SUNY B, werde n. wile oben beschrieben, 


iandelt und entbleit, die anfallenden Lésungen haben ein Trockengewicht 
15,2 n m (8,) | 63 1 n (Bb, 











ecm n/l0-KOH verbraucht nach 
Lg. mg 
10 30 60 Min. 
B, 30,4 0,20 0,26 0,28 
B, 108,9 0,10 0,22 0,2. 


\nalysenwerte der 
Praparat I: 7,430 mg ergaben 2,100 mg Asche; 
4,187 mg: 0,296 ccm N, (20°, 758 mm). 
Praparat Il: 5,890 mg ergaben 1,428 mg Asche; 
5,010 mg: 0,376 ccm N, (21°, 744 mm). 
Praparat IIL: 8,580 mg: 5,12 mg H,O, 15,90 mg CO,, 0,052 mg Asche; 


3,341 mg: 0,416 ccm N, (21°, 748 mm). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung 
dieser Untersuchungen zu Dank verpflichtet. Ferner danken wir der Firma 
ler Witte, Rostock, fiir die Uberlassung hochaktiver Pepsinpraparate. 


Gebrix 
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Uber die Fluorescenzreaktion’ des o-Diacetylbenzol mit Eiweii 
und EiweiBabbauprodukten und ihre Anwendung 
auf die Abderhaldensche Abwehrfermentreaktion 


Von 


Ginther Hillmann 


Mit 4 Figuren im Text 


Aus der chem, Abt. des Path. Inst. der Universitit Berlin 


] , . » T , ' ) r aL? 
Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 194 


Im Rahmen der in unserm Institut durchgefiuhrten Unter- 
suchungen war die Abderhaldensche Reaktion auf Grund ihrer 
Spezifitat und der neute als gesichert anzusehenden biochemischen 
Grundlagen als prinzipiell fiir die Krebsdiagnose brauchbar erkannt 
worden. Zu den methodischen Schwierigkeiten, die einer klinischen 
Anwendung im Wege stehen, gehért neben der Herstellung ein- 
wandfreier Substrate der sichere und exakte Nachweis der bei der 
A. R. entstehenden Eiweibab auprodukte. Das _ hierfiir meist 
verwendete Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) geniigt aus ver- 
schiedenen, mehrfach beschriebenen Griinden!) nicht den An- 
forderungen, die an eine einwandfreie biochemische Farbreaktion 
gestellt werden miissen. Besonders st6rend fiir den Nachweis ist, 
daB die bei der Reaktion auftretende blaue Farbe unter gleichen 
Versuchsbedingungen nicht immer die gleiche Intensitit auf- 
weist*). Auch die verschiedenen Verbesserungsvorschlige von 
K. Abderhalden u. a.*) zeigen, daB die Ninhydrinreaktion nicht 
befriedigt, obwohl sie wegen ihrer hohen Empfindlichkeit allgemeine 
Anwendung gefunden hat. 

Ausgehend von den Untersuchungen von A. Roche’), die 
festgestellt hatte, da Proteine mit Diacetyl unabhiangig von 
der von A. Harden und D. Norris‘) beschriebenen Farbreaktion, 
in alkalischem Medium in der Kalte eine griine Fluorescenz geben, 
haben wir versucht, eine brauchbare Fluorescenzreaktion fiir 


) 


Kine quantitative Auswertung ist deshalb sehr schwierig 
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den Nachweis von EiweiSabbauprodukten zu finden. Eigene Ver- 
suche zeigten, da das Benzoyl-acetyl mit Proteinen dieselbe 
criine Fluorescenz wie das Diacetyl lefert, das Dibenzoyl (Benzil) 
bliel aktionslos. Fir das Zustandekommen der Fluorescenz- 
ktion dieser 1.2. Diketone mit Proteinen ist offenbar die Nach- 
barstellung emer CH,- oder CH,-Gruppe zur Carbonylgruppe 
erforderlich. 
Da jedoch in beiden Fallen der Leerwert eine deutliche griin- 
celbe Fluorescenz ergab, die nicht ausgeschaltet werden konnte, 


da ferner schon 0,02°,,ige Lésungen von Peptonen und Proteinen 


mit Diacetyl und Benzoyl-acetyl im filtrierten U.V. der Quarz- 
ecksilberdampflampe und Kisenbogenlampe keinen Unterschied 


pend 


‘}uorescenzintensitat cegeniiber dem Leerwert erkennen 
Ben, war an eine praktische Anwendung dieser Reaktion nicht 
denken. Es erschien aber moglich, daB eine dem Diacetyl ahn- 
indung, das o-Diacetylbenzol, eine brauchbare 
yrescenzreaktion mit Proteinen geben wiirde, zumal nach 
inger®) aberhaupt viele organische und anorganische Reak- 

Fluorescenz zeigen. Das o-Diacetylbenzol war vor einiger 

W. Winkler im Weygandschen Arbeitskreis®) her- 
ind hatte sich als Fiweibreagens erwiesen, indem 


+ 


Ausnahme von Cystin, Prolin, Oxyprolin, 
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Riiail 


({minosiiuren und Peptiden eine sehr schwache, blaue Fluorescenz 
\uftrat, fluorescierten fluorescenzfreie Lésungen von Peptonen 
und Proteinen intensiv blau. Diese Fluorescenz ist wahrscheinlich 
unabhingig von der Farbreaktion, denn verschiedene Losungen von 
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Aminosiuren und Proteinen annahernd gleicher Farbintensitat 
zeigten v6llig verschiedene Fluorescenzintensitaten. Hs hegen 
hier also aihnliche Verhaltnisse wie beim Diacetyl vor. Von be 

[ 


i 
sonderem nte . war die Fluorescenzreaktion mit Pi ptone 
da di Re eulatores nte nacl 
eingestellten Substratspezifitat als Proteimase1 d 
der A.R. entstehenden FiweiBabbauprodukte im wesentlichen 


Peptone .bzw. Polypeptide angesehen werden diirfen. Deshall 
wurde dio Flnorescenzreaktion des o-Diacetylbenzols mit Witte- 
pepton eingehend untersucht und in der ublichen Weise charak- 
terisiert. 





Fig. 1 zeigt das Fluorescenzspektrum der Rea 
acetylbenzols mit 0,02°/,iger Wittepeptonlésung. Es sind deutlich 
2 Banden zu erkennen. Die Schwiairzungsmaxima liegen bei 425 mu 
und 520 mu. 

Da der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf di 
Fluorescenzintensitét bekannt ist, war ebenfalls bei der Reaktion 
des o-Diacetylbenzols eine Abhangigkeit vom pr der Lésung zu 
erwarten. Diese Abhangigkeit.geht deutlich aus der Fic. 2 hervor. 


4 
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Mit zunehmender Alkalitaét wichst auch die Fluorescenzintensitit. 
Uber pu = 10 kann die Reaktion nicht verfolgt werden, da dann 
auch der Leerwert eine blaugriine Fluorescenz zeit. | 
Die fluorometrische Auswertung ergab jedoch bei px = 9,7 
ich kurzer Zeit ein Absinken der Intensitit. Fiir eine brauchbare 
fluorescenzanalytische Methode war aber neben einem raschen 
Hintreten der Reaktion eine ausreichende Stabilitat erforderlich. 
Versuche zeigten, dai bei einem px von = 8,2 die geforderte 
Konstanz der Intensitaét am besten erfillt ist. Wie die Fig. 3 
zeigt, ist zwar die Intensitaét bei px = 8,2 nur etwa halb so groB 
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wie bei 9,7, bleibt aber dafiir von 0,25 bis uber 3 Stunden praktisch 
konstant. Bei px = 7 tritt erst nach mehr als 4 Stunden Fluores- 
cenz auf. 

Von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Verwertung jeder 
Reaktion ist ihre Empfindlichkeit. Fig. 4 zeigt, daB ein exakter 
Nachweis von Pepton bis zu einer Verdiinnung von etwa 1:60000 
méglich ist. Bei geringerer Konzentration ist kein weiterer Abfall 
der Intensitaét mehr festzustellen. Dies gilt bekanntlich fur die 
meisten fluorometrischen Messungen. Das Lambert-Beersche 
Gesetz gilt dabei immer nur innerhalb eines bestimmten Konzen- 
trationsbereiches. Quantitative Bestimmungen auf fluorometri- 
schem Wege sind deshalb meist schwieriger als durch Colori- 
metrie®), 

Zahlreiche Reihenuntersuchungen zeigten, daB unter gleichen 
Versuchsbedingungen stets dieselbe Fluorescenzintensitat 
auftrat. 

Die vorstehenden Modellversuche mit Wittepeptonlésungen 
lieBen die Fluorescenzreaktion des o-Diacetylbenzols auf Grund 
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ihrer sicheren Reproduzierbarkeit, ihres raschen Auftretens in der 
Kalte und ihrer hohen Empfindlichkeit (etwa 8fach so groB, wie 
die der Ninhydrinreaktion mit Pepton) fiir den Nachweis der 
EiweiBabbauprodukte bei der A.R. geeignet erscheinen. 
Voraussetzune dafiir war das Arbeiten mit moglichst fluor 

cenzfreien Lésungen. Hierfiir waren einige Abanderungen der 
Abderhaldenschen Mikromethodik®) erforderlich. Normale und 
pathologische Harne enthalten immer eine Reihe meist unbe- 
kannter fluorescierender Stoffe, die bei der Acetonfaillung zur 
Gewinnung der Abwehrfermente in den Niederschlag gelangen und 
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somit die Fluorescenzreaktion stéren. In Anlehnung an die Ver- 
suche Koscharas!°) zur Gewinnung der Harnlyochrome, konnte 
durch Adsorption an Aktivkohle bei px 1—8 nach anschlieBen- 
der Neutralisation und Acetonfillung ohne Schadigung der Akti- 
vitat ein Fermentniederschlag gewonnen werden, der frei von 
fluorescierenden Verunreinigungen war. Die blaue Eigenfluores- 
cenz!) der darin enthaltenen Eiweifistoffe konnte natiirlich damit 
nicht beseitigt werden. Diese ist jedoch in den zur Verwendune 
kommenden Léosungen so schwach, daB sie praktisch keine Rolle 
spielt. 

Ferner erwies sich die Aufschwemmung des feuchten Aceton- 
harnniederschlages in 0,9°%/,iger NaCl-Loésung und deren an- 
schheBende Verwendung als Fermentlésung als unzweckmibig, 
da eine vollstéindig gleichmiBige Verteilung trotz genauester 
Beachtung der Abderhaldenschen Vorschrift nicht méglich war, 
wie die Unterschiede in der Fluorescenzintensitét mit o-Diacetv- 
benzol bei den Kontrollen zeigten. Wir haben infolgedessen die 
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Modifikation von Abderhalden?*) benutzt, nach der der 


I 
rschlag getrocknet und daraus durch Bebriiten 
mit 0,99/,iger NaCl zum 


Fermentansatz gelanet. Zahlreiche Aa ckidie Sa zeicten. daB 


Acetonharnnieder 
l-Losung ein Eluat gewonnen wird, ‘das 
ter diesen Bedingungen dieselbs chmibige Fluorescenz- 
nte nsitat auttrat. wie bei den Mo lel] versuc he n mit ; Wittepepton 
Da die Fermentlésungen, je nach ihrem Gehalt an Eiwei8, eine 
mehr oder weniger starke Fluorescenz mit o-Diacetylbenzol ergaben, 
sollte sich ein Substratabbau durch einen Unterschied in der Fluo- 
rescenzintensitat zwischen Fermentlosung und Fermentlésung + 
Substrat zeigen. Es sollte also, wie bei der Ninhydrinreaktion, ein 
qualitativer Nachweis gefiihrt werden. Eine quantitative Aus- 
wertung erschien zwar auf Grund der oben beschriebenen Kigen- 
schaften der Fluorescenzreaktion nach Aufstellen einer Eichkurve 
prinzipiell méglich, da jedoch bisher keine vollstiindig homogenen 
Substrate fiir die A.R. zur Verfiigung stehen, hielten wir der- 
artige Versuche fiir zwecklos. (Ob sich die in letzter Zeit von 
Mall und Winkler?!*) vorgeschlagene Verwendung von nativen 
EKiweiBpreBsiften als Substrate brauchbar erweisen wird, ist noch 
ungewlb). 


An Hand einer Reihe von Versuchen mit Gravidenharn unter 


Verwendung von Placentaeiweii als Substrat konnte festgestellt 
werden, dafi mit Hilfe der Fluorescenzreaktion tatsachlich ein 


deutlicher spezifischer Substratabbau zu verzeichnen war, und 
gwar auch dann, wenn die Ninhydrinprobe  negativ  aus- 
vefallen war. 

Bei der Priifung der A.R. auf ihre Brauchbarkeit fiir die 
Krebsdiagnose hatten mehrere Autoren!) festgestellt, daB~ bei 
einer ganzen Reihe von sicheren Ca.-Fillen die Ninhydrinreaktion 
negative Resultate lieferte. Es wurde erwogen, dal in diesen 
Killen die KiweiBabbauprodukte in einer fiir die Ninhydrinreaktion 
unterschwelligen Konzentration vorgelegen haben konnten. Zur 
Prifung dieser fiir die Krebsdiagnose, wie fiir die A.R. tiberhaupt 
wichtigen pige haben wir an Hand einer Reihe eimwandfre1 
cesicherter Ca.-Falle die Ninhydrinreaktion mit der oben beschrie- 
benen abt iktion verglichen und dabei bewubt Bedin- 
gungen gewihlt, unter denen, nach den von EK. Abderhalden 
fiir die Mikromethodik aufgestellten Forderungen, ein positives 
Ergebnis nicht mit Sicherheit zu erwarten war. 

Die angefiihrte Tabelle zeigt, daB in 7 Fallen die Fluorescenz- 
reaktion einen positiven Ausfall zeigte, wihrend die Ninhydrin- 
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Magen-ca. Substrate 
Mamma-ca 


Ovarial-ca. 


Nr 106a, 180 Uterus-ca. 

Nr. 61, 78 ae ee a ee Wea? Colon-ea. ; 

Nr. 82 Lebermetastase nach Mamma-ea. 
Nr. 229 Osophagus Ca. 

Nr. 222 Struma-ca. 

Nr. 40 Parotis-ca. “ me 

Nr. 36, 54, 64 =. Oberschenkel-Sarkom nach ,,. 

Nr. 8, 96, 192, 19 


Bronchial-ea. 
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reaktion negativ bheb. Die nach einiger Zeit auftretende Farb- 
reaktion des o-Diacetylbenzols erwies sich in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Abderhalden wegen der oben erwahnten 
Schwierigkeiten als unbrauchbar. Bei der qualitativen Beurteilung 
beider Reaktionen haben wir fiir die Ninhydrinreaktion die von 
lerhalden angewandte Schitzung der Farbintensitit durch 
rwendung der Zeichen ({+-)), (+), +, +-+, fiir einen schwachen. 
tirkeren, starken und sehr starken Abbau beibehalten, bei der 
Fluorescenzreaktion, die einen sicheren und in Parallelversuchen 
stets reproduzierbaren Nachweis des Substratabbaus liefert, haben 
wir auf eine Schitzung bzw. Messung der Abbaustarke verzichtet, 
zumal diese wegen der schon erwahnten Inhomogenitét der Sub- 
strate nur relativ sein kann. 

Es erwies sich in den Fallen 1, 2, 6, 8, daB8 die Fluorescenz- 
reaktion neben dem spezifischen Abbau der ents cache ag Sub- 
strate ebenfalls einen unspezifischen der Substrate Nr. 83 und 
Nr. 17 zeigte. Wir konnten nicht entscheiden, ob dieses ; Une 
fitat auf die fehlerhafte Herstellung der Substrate zuriic :keufthren 
war oder darauf, da es sich bei allen Untersuchungen um mit 
mehreren 100r bestrahlte Ca.-Falle handelte, bei denen nach 
Merten) die A.R. eine gewisse Unspezifitat ergeben kann. 
Kinige Substrate zeigten mehrfach, aber nicht immer, ein Adsorp- 
tionsvermogen fiir ninhydrinpositive Stoffe, zu gleicher Zeit zeigte 
auch die Fluorescenzreaktion durch eine geringere Intensitat gegen- 
ber ‘der Kontrolle eine Adsorption an. In diesen Fallen wurde 
er Ausfall der A.R. als negativ  bezeichnet. Samtliche ver- 
wandten Substrate waren bereits friher mit der Mikromethodik 
durch Austesten an Fermentlésungen, die aus Normalharnen ge- 
wonnen waren, auf ihre Brauchbarkeit gepriift worden. 

Das von uns untersuchte Material ist viel zu klein, um irgend- 

ine Aussage iiber die Spezifitét oder diagnostische 3rauchbarkeit 
ri A.R. machen zu kénnen. Es sollte lediglich gezeigt werden, 
da& sich die von uns gefundene Fluorescenzreaktion des o-Di- 
acetylbenzpls unter den beschriebenen Kautelen fir einen exakten 
und empfindlichen Nachweis von héhermolekularen Eiweifabbau- 
produkten eignet. Es kann kein Zweifel dariiber bestehen, dab 
erst nach Herstellung vollkommen einwandfreier und homogener 
Substrate und der davon abhangenden endgiltigen Klarung der 
Spezifititsfrage die Abderhaldensche Reaktion die allgemeine 
Anwendung finden wird, die ihr auf Grund ihrer hohen biologischen 
Bedeutung zukommt. 
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Methodiseher Teil 


Bei den Versuchen iiber die Fluorescenzreaktion des Diacetyls haben wir 
uns an die Angaben von A. Roche gehalten. Fir die Untersuchungen mit 
Benzovl-acety! [hergestellt nach Lang, Diese Z. 208, 273 (1932)] haben wir 


dieselben Versuchsbedingungen gewahlt Das Benzil wurde nach Gatter- 
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seschaltet werden konnte, ohne die Fluorescenzreaktion mit Proteiden zu be 
einflussen. Die qualitative Prifung vor der Analysenquarzquecksilberdampf- 
lampe (Fa. Hanau) und einer Eisenbogenlampe nach Haitinger zeigte, dab 


1 


CGlyeyl-glycin bis zu einer Verdiinnung von 1: 10000, Seidenpepton und Ov- 


i 


albumin bis 1:4000 mit Diacetyl und Benzoyl-acety] nachgewiesen werden 


konnten. Die Priifung im filtrierten U.V. der Eisenbogenlampe war notwendig, 


da sich im linienreicheren Spektrum des Eisenbogens eine starkere Fluorescenz 


hatte ergeben kénnen. Es zeigten sich aber keine wesentlichen Unterschiede 
gegeniiber der Quarzlampe. Untersuchungen im monochromatischen U.Y. 


wurden nicht gemacht. 
> 


Das o-Diacetyl-benzol (wir verdanken das Praparat der Liebenswiirdig- 
keit von Herrn Prof. Ohle, Chen 


M »0 ; meer FFA WAT . 4 a9 1 1 . , iv ? . 1 es . ’ 
einer 2 gigen Losung VOn Temem AcHhViaiKOoOHUO! Verwanat, der aduren wieder! 


uisches Institut Universitat Berlin) wurde in 


holte Destillation fluorescenzfrei gemacht war. Diese Lésung war jedoch durch 
K.ondensationsprodukte des o-Diacetyl-benzol rotgefarbt und fluorescierte im 
U.V. intensiv blau. Durch Adsorption mit Aktivkohle (Carbo medicinalis Merck) 
wurde die Lésuny farblos und fast fluorescenzfrei. Fir die Untersuchungen 
kamen fluorescenzfreie Lisungen (0,01°/,ige) von Glykokoll, Alanin, Leucin, 
Asparaginsaure, Glutaminsaure, Tryptophan, Histidin, Phenylalanin, Glycvl- 
glycin, Leucyl-glycin, Seidenpepton, Wittepepton, Ovalbumin, Casein zur Ver- 
wendung (kaufliche Praparate der Fa. Schering und Schuchardt). Je 4 com der 
zu untersuchenden Lésung wurden mit genau 0.1 cem o Diacetvlbenzollésung 
versetzt und nach 6—S Stunden die Fluorescenz im filtrierten U.V. der Ana- 
lyvsenquaizlampe verglichen. Die Prifung erfolgte in Quarzreagenzglasern. 
Das Fluorescenzspektrum der Fluorescenzreaktion mit Wittepepton- 


}: 3 . ‘ 1° 1 aa : 
iosung wurde bei 14 Stunden Belichtungsdauer unter Verwendung von 4 ecm 


einer 0,02°/,igen fluorescenzfreien Peptonlésung 0,1 ccm o-Diacetylbenzol- 


lisung als MeBlésung in einer Quarzkiivette mit einem Spektrograph (Fa. 
Dr. Carl Leiss, Berlin-Steglitz) auf einer orthochromatischen Platte auf- 
genommen. Das Sichtbarwerden der Hg-Linien im ultravioletten Teil des 
Spektrums ist auf den bei Fluorescenzaufnahmen unvermeidbaren Twndall- 
effekt zuriickzufiihren. Die Auswer q 
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<rophotometer. 
Fir die Bereitstellung der Apparate sind wir Herrn Prof. Friedrich, 
Strahlenforschungsinstitut Universitat Berlin, zu groBem Dank verpflichtet. 

Die folgenden fluorometrischen Messungen wurden mit einem Pulfrich- 
Nephelometer gemacht, das durch Kinsatz eines Quarzbrenners TS 100 (Fa. 
Hanau) und eines Schwarz-Uviolfilters fiir Fluorescenzmessungen brauchbar 
gemacht war. Als Vergleichslichtquelle diente das abgebeugte Licht des Quarz- 
brenners, das bei Filter L,, mit dem Fluores« enzlicht factatateh rapa aye 
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rechten MeStrommel wurden die relativen Intensitaten direkt in Prozenten 
abgelesen. Bei guter Dunkeladaption des Auges betragt der Ablesefehler ]° ; 
Wir haben die nephelomet rische Auswertung bei den vorliegenden Versuchen 
fiir brauchbarer gehalten, als die Messung im direkten U.V. mit Hilfe der Ana- 
lvsenquarzlampe und des Pulfrich-Photometers, zumal uns ein lichtelektri- 
ches Gerit nicht zur Verfiigung stand. Fiir die Messungen wurden Quarz 


1 


ugenzglaser von 1.5 cm Durchmesser verwandt Ks kénnen aber auch 


i 
(;ias benutzt werdceh 

\ der Wasserstoft- 

jonenkonzentration zu ermitteln, wurden Messungen mit een neil und Borat- 


puffern nach Sorensen von genau gepriiftem py vorgenommen. Die MeB- 


Osungen in Quarzreagenzglasern enthielten je 4 ccm einer 0,025? jigen Witte- 
peptonlésung + 1 ccm Pufferlésung + 0,1 ccm o-Diacetylbenzollésung. Die 
Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach Herstellung der Me8lésung. 

Fiir die Feststellung der seni Sage ste sen der Reaktion wurden Pepton- 
lo6sungen verschiedener Konzentration durch Potenzieren in der iiblichen Weise 
hergestellt. Fir diese und alle folgenden Versuche wurde als Pufferlésung 
m 15-Na,HPO, + 2H,O nach Sorensen verwandt. Dieser Puffer zeigt nach 
einiger Zeit ein konstantes py von 8,2 (dieses py war an Hand von Borat- 
puffern als optimal fiir die Fluorescenzreaktion erkannt worden). Es kamen 
dieselben Ansitze wie oben zur Verwendung. Die Ablesung im Nephelometer 
erfolete nach 30 Minuten . 

liar die Vorversuche zur A.R. wurde Gravidensammelharn aus der 
Universitits-Frauenklinik Berlin verwandt. Die Harne von Krebskranken 
stammten von einwandfrei gesicherten Ca.-Fallen aus der I. Medizinischen 
Klinik Universitat Berlin und dem Rudolf-Virchow-Krankenhaus. Die 
Placenta- und Ca.-Substrate waren nach der Originalvorschrift von E. Abder- 
halden hergestellt worden. Samtliche Substrate waren bereits friiher mit der 
dap romethodik an Normalharnen auf ihre Brauchbarkeit gepriift worden 

°)] 

Die Fermentlésungen wurden auf folgende Weise hergestellt: 

200 ccm frischer Morgenurin wurden mit konz. HCI auf py 1—3 gebracht 
und mit Aktivkohle (Carbo medicinalis Merck) verriihrt. Hierdurch werden 
fast alle fluorescierenden Stoffe des Harns adsorbiert, wahrend die Abwehr- 
fermente in Losung bleiben. Nach etwa 15 Minuten wurde filtriert (der Harn 
war vollkommen farblos und klar), mit NaOH neutralisiert und mit der gleichen 
Menge Alkohol oder Aceton versetzt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und im Vakuumexsiccator getrocknet. Der feingepulverte Acetontrocken- 
niederschlag wurde in 60 ccm 0,9°/,iger NaCl-Lésung unter Zusatz von Nipagin 
aufgeschwemmt und im Brutschrank bei 37° 3—4 Stunden bebriitet. Die nicht 
in Losung gegangenen EiweiBballaststoffe wurden durch Zentrifugieren oder 
Filtrieren avs der Lésung entfernt, und mit der Fermentlésung wurde der 
normale Abderhalden-Ansatz gemacht. Fir die Originalmethodik wurden 
je 2 Kontrollen und je Ansatz 3 ccm Lésung fir die zu prufenden Substrat- 
proben verwandt. Fir die mit denselben Loésungen angesetzten Paralle!- 
versuche fiir die Fluorescenzreaktion kamen je 4 ccm Fermentlosung pro An- 
satz zur Verwendung. Es wurde wie tiblich 12—16 Stunden im Brutschrank 
bei 37° bebriitet. Danach wurde filtriert und die Parallelansitze getrennt mit 
Ninhydrin bzw. o-Diacetylbenzol auf einen Substratabbau geprift. Die Priifung 
mit Ninhydrin erfolgte nach der von E. Abderhalden angegebenen Vorschrift. 
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Jur Prifung mit o-Diacetylbenzol wurden die einzelnen. Ansatze in 


4a 
fluores enzfreien Reagenzglisern mit je leem m/lo-sek. | hosphat nach 


ph ccladeoemdes und genau 0,1 ccm o-Diacetvlbenzollésung versetzt. Die Reagenz 
r wurden vor Staub geschiitzt (Staub verursacht nach Haitinger blaue 


giase 
pr unedadiee) Nach 15—30 Minuten wurden die Fluorescenzunterschied: 
chen Kontrolle (Leerwert) und Ansatz im filtrierten U.V. der Anal ysen 
t 
1 
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wanat Bel den vorbegenden Untersuchungen wuraen die an Jv Lagen nint 


einander gesammelten Acetonharnniederschlage nicht getrennt, sondern zu 

, } - wndunoad 1] a » 
sammen eluiert und zum Ansatz verwandt. Fir die Anwendung der Fluorescenz 
eichem Gehalt an 


reaktion ist die Verwendung von Eluaten mit annahernd 
} 
1é 


xie 
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Kiweibstoffen nicht notwendig, die EiweiBkonzentration ¢ aes nur nicht so groB 
sein, daB die Fluorescenz den sogenannten ,,optimalen Sattigungswert™ erreicht 
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(das heiBt bei weiterer Erhéhung der Konzentration bleibt die Intensitat gleich 


Zusammenfassung 
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Das o-Diacetylbenzol 


pat 


ehriebenen Farbreaktion nit: ErnweiBstoffen eine blaue Fluor 
cenzZ, die einen Nachweis Von repton a bis 1 - 60000 cestattet 

Die Brauchbarkeit der Fluorescenzreaktion fiir die A.R. 
wird durch Vergleich mit der Ninhydrinprobe an Hand einer Reihe 


ane Ws] ae Sa b..09 
sicherer Ca.-Falle unter Beweis gmesteilt 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich 
fir ihre Unterstiitzung 
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Uber die Nicotinaufnahme des menschlichen Organismus 
bei Zigarettenrauchen unter besonderer Beriicksichtigung 
harzreicher und harzarmer Tabake 
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{us dem Chemischen Laboratorium der Zigarettenfabrik Greiling KG, Dresden 
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1. Einleitung 


Wieviel Nicotin der menschliche Organismus beim Rauchen 
aufnimmt, ist eine der wichtigsten und schwierigsten Fragen der 
Tabakchemie, die der physiologische Chemiker zu beantworten 
hat. Dabei mu eine strenge Trennung zwischen Zigaretten- und 
Zigarrenrauchen gemacht werden. Die vorliegende Arbeit be- 
schaftigt sich mit Zigaretten, und zwar mit denjenigen, die aus 
Orienttabaken (saure Gruppe) bestehen, wie sie in Deutschland 
fast ausschheblich hergestellt-werden. Bevor ich zu dem Haupt- 
thema komme, erlaube ich mir einige Erliuterungen zu geben. 

Die Nicotinaufnahme ist zunachst von der Alkaloidmenge, 
die in dem Hauptstromrauch (der Rauchteil, der in den Mund 
celangt) auftritt, abhangig und diese wiederum von der Nicotin- 
menge des Erzeugnisses und der Art des Rauchens. Letztere kann 
die Aufnahme stark beeinflussen. Von der Zahl und der Starke 
der Zige hangt die in den Mund des Rauchers iibergehende Nicotin- 
menge ab. Wieviel davon nun der Organismus aufnimmt, richtet 
sich sehr danach, ob der Rauch ohne vorheriges Inhalieren aus- 
ceblasen wird oder erst nach teilweisem bzw. vollkommenem, und 
mit weleher Starke und Dauer das Inhalieren geschieht. Mit der 
Rauchapparatur von Pfyl*), die den natiirlichen Rauchvor- 
sang nachahmt, wurde in nicht trocknen Zigaretten festgestellt, 
daB beim Ausfiithren von 2 Ziigen in der Minute, von denen jeder 
2 Sekunden dauert und einem Zugvolumen von 40 ccm, welches 
55ceem Quecksilber-Pipettenvolumen der Apparatur entspricht, 


1) Z. Unters. Leb. mitt. usw. 66, 501, 510 (1933). 
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etwa 27—33°/, des im Tabak der Zigaretten befindlichen Nicotins 
im Hauptstrom auftritt. Im Durehsehnitt kann man beim Ver- 


rauchen von Zigaretten unter Ausfithrung von 2 Ziigen in der 


, ’ ] } Ty ] , 17 1y} 70] € | 
Viinute (tie Vertellung aes labaknicotins it} den enmzeinen Rau il- 
partien wie folgt annehmen: 30°/, im Hauptstrom (die Menge 
{ } } } 
(alt | ! e \ I I ] 
' { | ; } ‘ 
Viena | oy } } , | 1] nag i ; } / } i antag rt 
} \ j > } 
Una 7) yerden an LZ b7Urel Yeralat ul Ley Rau hb 117) 
. ft 
} } Poedg ‘ ] y Lo 7 | 14> {2 ] 
oungen Konnen diese prozentuaien Verhaltn sse Dpeelntiubt werden 
S ° } y s } | > re } 
a SOF OY + Hy am ‘ ) : ir é ’ 
wie meine fruheren Versuche gezeigt haben“). Isbenso kann dic 


/ 


Zusammensetzung der Zigarette dis Verteilung des Nicotins um 


ee ee é oe ire tai 

elnige Proz: nt verschiebs Nn, Was sicn bel nur aus einem labak be- 
} ’ P : | OS . neers ty A fae 7, ' 

stehendem Krzeuenis noch starker auswirkt?). Pro Kne Algaretten 


lassen mehr N1cotin 1m Haupt strom auitreten und schmecken scnart. 
’ f 1 = Ie Of ee er wes ] ] 
Vor 10 Jahren habe ich in der 29. Hauptversammliung des 
] 
A 


tices. “einai ao PN ee cf eee = pean 
eutscene Nabrungsmittelchemiker it) Bremen mene 


ans } 
VYerells ¢ 

y } } . ] \ 1 ° 1+ | . } 1; wh ) 
ersten Versuche upbel aie Nicotinautnahme ages menscniicnen 


Organismus bekannt gegeben*). Seimerzeit konnte ich be drei 
verschiedenen Versuchspersonen feststellen, dai beim Rauchen 
von Zigaretten ohne Inhalieren nur Spuren des Alkaloids, etwa 
4—5°/,, und bei Inhaheren ganz betrichtliche Mengen, 84—95°/), 
des im Hauptstrom auftretenden Nicotins, aufgenommen werden. 
Im Gegensatz zu meinen Feststellungen fanden Bodnar und Mit- 
arbeiter®), dai auch bei Nichtinhaleren grobe Mengen des Alkaloids 


verbleiben. Dieser Wert ist unwahr 


— 


und zwar 60°/, in dem Mu 
scheinlich hoch, wotur auch die ‘Tatsache spricht, dah dit Autoren 
beim Inhaheren, wobei sie 93°/, Aufnahme fanden, eine Nicotin- 
i¢@ berm Nichtinha- 


heren keine nachwiesen. Kin Grund fiir die angegebene betracht- 


| > See War ee 1] “+ J ] 
ausscneigung im Marn Teststetiten, wanrend s 


a 


liche Aufnahme ist die bei der Ermittlung beriicksichtiete An- 


aa 


nahme, dai beim Verrauchen von Zigaretten kein Nicotin ver- 
brannt oder zersetzt wird. Dieses entspricht aber nicht den Tat- 


sachen des natiirlichen intermittierenden Verrauchens. 


2) Z. Unters. Leb.mitt. usw. 70, 527 (1935). 
3) Z. Unters. Leb. mitt. usw. 65, 566 (1933). In dieser Arbeit sind die im 


Hauptstromrauch auftretenden Nicotinmengen etwas niedriger, weil seinerzeit 
die Pfylsche Apparatur nur mit 40cem Quecksilber-Pipettenvolumen- 
SaugstrOmung arbeitete. 

4) Z. Unters. Leb.mitt. 64, 163 (1932). 

5) Biochem. Z. 276, 317 (1935). 
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Um die unzutreffenden Ansichten richtig zu stellen, hat We- 
nusch®) in der letzten Zeit die beim Rauchen vom Organismus 
aufgenommenen absoluten Mengen Nicotin behandelt. An Hand 
eines Beispieles bringt er Krérterungen dariiber, woraus hervorgeht, 
dal bei Nichtinhaheren 5—10°/), bei maBig starkem 50°/, und bei 
tarkem unter bestimmten Voraussetzungen praktisch alles im 
Hauptstrom iibergehende Nicotin aufgenommen wird. Ob es sich 
hier um neue Versuche handelt oder das Beispiel sich auf seine 
friheren’) stiitzt, ist aus den Ausfiihrungen nicht zu ersehen. Er 
hat nimlich vor vielen Jahren Untersuchungen dariiber ausgefiihrt, 
bei welchen zunachst Zigaretten kiinstlich verraucht wurden und 
auBerdem von einem Menschen einmal ohne den Rauch in den 
Lungenraum einzuziehen und ein anderes Mal mit so stark als 
néglichem Inhalieren. Unter Beriicksichtigung der Werte des 
unstlic hen und natiirlichen Rauchens berechnete er die von dem 
Jrganismus aufgenommenen Nicotinme aa, welche beim Nicht- 
inhé lies ren 8,4°/, und beim Inhaheren 85°/, des Hauptstromnicotins 
ausmachten. ee nimmt er an, daB wm so starkes Inhalieren, 
einer Aufnahme von 85°/, entsprechend, beim natiirlichen Rauchen 

ht vorkommt, sondern bei stérkerem Inhalieren nur mit emer 
Aufnahme von 40—50°/, zu rechnen ist. Die in seiner neuen Arbeit 
erwihnte 50°/,ige hudeaiein bei miBig starkem Inhalieren hat 
Wenusch also nicht experimentell ermittelt, jedenfalls zumindest 
seine Untersuchungsbelege nicht angefiihrt, sondern nur aus einer 
Annahme heraus aufgestellt, die gegeniiber meiner seinerzeit ge- 
machten Feststellung bei 3 Personen, die nach ihrer natirlichen 

tauchgewohnheit rauchten, zu niedrig liegt. 

Die Wirkung des vom Organismus aufgenommenen Nicotins 
hingt wesentlich von der chemischen Zusammensetzung des 
Tabaks ab8). Die stickstoffhaltigen und stickstoffreien Substanzen 
sind die gegensiitzlichen Regulatoren der Rauchaciditét. Nach 
der Aciditit des Rauches wiederum richtet sich, inwieweit 
das Nicotin und die anderen basischen Bestandteile des Haupt- 
stromrauches zu Salzteilchen gebunden werden und damit, in 
welchem Grad die Wirkung des Alkaloids eine Herabsetzung er- 
fihrt. Dieses habe ich mehrmals experimentell bewiesen, indem 


a | 
we 
es 


6) Forschungen u. Fortschritte 18, Nr. 7/8, 77 (1942). 
7) Fachliche Mitteilungen der Osterreichis ad Tabakregie 3. Heft, 8 
(1927/28). | | 
8) Dazu vgl. C. Pyriki, Z. Unters. Leb.mitt. usw. 82, 401 (1941); 84, 
36 (1942). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemle. 277 li 








236 Constantin Pyriki, 


ich Zigaretten so priparierte, daB sie einen stirkeren alkalischen 
Hauptstromrauch mit Gehalt an freiem Nicotin lieferten. Der- 
artige Zigaretten, sowie als Vergleich dieselben unpripariert von 
saurem Hauptstromrauch, lief ich durch Menschen verrauchen. 
Obwohl beide einen Nicotingehalt von 0,95°/, besaBen, auberten 
die Raucher, daB das Inhalieren der praparierten unangenehm ist, 
weil man sie als stark und im Brustraum als stoBend und atem- 
raubend empfindet, wihrend sie die anderen als leicht bezeichneten, 
Zu den wichtigsten, die Aciditat des Rauches fordernden Bestand- 
teilen des Tabaks sind die gesamtreduzierenden Stoffe (lésliche 
Kohlenhydrate und Polyphenole) zu rechnen. Auch die Harze 
und Wachse, die den Rauch geschmacklich voller machen, wirken 
in dieser Beziehung begiinstigend, jedoch beteiligen sie sich meiner 
Ansicht nach bei der Herabsetzung der Nicotinwirkung auch noch 
nach anderer Richtung hin. Letzteres beruht auf ihrer Kigen- 
schaft zu umhiillen und nach Wenusch als Mucilaginosa zu wirken. 
Einerseits umbhiillen die wasserunléslichen harzigen Stoffe des 
Rauches die Nicotinsalzteilchen, wodurch die Aufnahme bzw. das 
Eindringen des Alkaloids in die GefaiBe erschwert wird, und anderer- 
seits legen sie sich auf die Schleimhaute nieder und bilden somit 
einen Schutz gegen die Reizausiibung des Rauches und verhindern 
das Eindringen in diese Teile. In dem vorher erwihnten Versuch 
empfanden die Raucher bei dem freies Nicotin enthaltenden Rauch 
f eine starke Wirkung. Dieses ist wahrscheinlich darauf zuriickzu- 
' fiihren, daB das freie Alkaloid, welches sich im Rauch in Dampf- 
form befindet, gemeinsam mit den anderen basischen Produkten 
durch seine atzende und lipoidlésliche Wirkung in die GefaBe leichter 
einzudringen vermag und nicht, bzw. nicht in dem MaBe wie die 
Nicotinsalzteilchen, von den harzigen Stoffen umhiillt wird. 

Der erwahnte giinstige Einflu8 der harzigen Bestandteile auf 
das Nicotin im Rauch steht im Gegensatz zu dem neuen, von 
Wenusch in der Tabakchemie eingefiihrten Begriff der Zusam- 
menballung der Nicotinsalze*), der wie folgt erklirt wird: ,,Die 
Zusammenballung der Nicotinsalze ist ein Vorgang, bei welchem 
sich die diskreten Nicotinsalzteilchen des Rauches mit anderen 
diskreten Teilchen zu immer gréBer werdenden Konglomeraten 
vereinigen. Je groBere Teilchen aber ein Rauch enthalt, desto 














2 leichter werden diese abgelagert oder bleiben an den Wanden, die 
, *) A. Wenusch, Z. Unters. Leb.mitt. usw. 78, 176 (1937): Der Tabak- 


rauch. A. Geist-Verlag, S. 52, Bremen 1939. 
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den Rauch begrenzen, haften. Diese Tatsache ist physiologisch 

von groBter Bedeutung.” Auf Grund dieses Begriffes behauptet 

er, daB harzreichere Tabake infolge des gréBeren Gehaltes ihres 

Rauches an klebrigen Bestandteilen die Zusammenballung férdern 

und somit beim Rauchen im Organismus mehr Nicotin ablagern. 
n 


Di se pens aup tung wuri 1 » phy siologis« 5 h nic ht nachvewk sen, sondern 


an H and von Versuchen mit einer troe ke nen Ap paratur di ar- 
lt. Wir wissen ja aber, dai der lebende menschliche Orga- 
nismus ganz anders reagiert als die GlasgefiBe einer Vorrichtung. 

Da nach den Angaben der neue Begriff der ,,Zusammen- 
ballung** fiir die physiologischen Vorginge des Rauches von Zi- 
garetten der sauren Gruppe von hoher Bedeutung sein soll und bis 
jetzt ag experimentellen physiologischen Versuche dariiber 
vorliegen, habe ich mich bemiht, durch eine Reihe diesbeziiglicher 
| aba Sa ne diese wichtige Frage zu kliren. Vorliegende 
Arbeit versucht also, folgende Fragen zu beantworten: Nimmt 
der menschliche Organismus aus dem Hauptstromrauch von harz- 
reichen Tabaken mehr Nicotin auf als von harzarmen? Sind die 
Nicotinmengen, die bei Nichtinhalieren in dem Mund verbleiben, 
so hoch (60°/,), wie sie Bodnar und Mitarbeiter ermittelten, und 
die vom Organismus beim mafigen Inhalieren aufgenommenen 
so niedrig (50°/,), wie Wenusch annimmt? In welchem Mabe 
andert sich die Nicotinanlagerung im Organismus bei schwachem 
Inhalieren gegeniiber gewOhnlichem ? 


2. Versuchsanordnung 


Als Versuchsmaterial kam zunachst ein Orienttabak (Serres Demi- 
rhissar I. Klasse) des Erntejahrganges 1940 zur Verwendung. Um seinen Harz- 
gehalt herabzusetzen wurde ein Teil davon etwa '/, Stunde mit Ather im 
Besson-Apparat extrahiert. Bekanntlich lést Ather leicht betrachtliche 
Mengen harziger Bestandteile, ohne innerhalb der angegebenen Extraktions- 
zeit gréBere Mengen anderer Stoffe mit zu erfassen. Da der py-Wert des 
Tabaks bei etwa 5 lag, war die Entfernung von Nicotin nicht zu befirchten. 
Von dem behandelten als auch von dem unbehandelten Tabak lieB ich Ziga- 
retten herstellen (Proben A). Da die Herabsetzung des Harzgehaltes kinstlich 
durch Extraktion erfolgte, wobei gewisse kleinere andere Veranderungen statt- 
finden konnten, die den Glimmvorgang beim Rauchen beeinflussen wiirden, 
habe ich auBerdem noch eine von Natur aus harzarme und harzreiche Tabak- 
probe hergestellt. Zu jeder von diesen verwendete ich zwei nach vorheriger 
Untersuchung ausgewahlte Sorten, die prozentual so gemischt wurden, daB die 
beiden Proben auBer dem stark unterschiedlichen Harzgehalt ahnliche Zu- 
sammensetzung zeigten. Die harzreiche Mischung bestand aus 80°/, Zichna- 
und 20°/, Serrestabak und die harzarme aus 80°/, Sarrisaban und 20°/, N. Za- 
gora, aus welchen ich ebenfalls Zigaretten anfertigen lie’ (Proben B). Die 


| ps 
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Proben A und B verwendete ich fiir die Versuche zur Priifung, ob der Harz- 
gehalt des Tabaks eine Beeinflussung der Ablagerung des Alkaloids im Orga- 
nismus herbeifiihrt. Zur Beantwortung der Frage, inwieweit beim schwachen 
und gewohnlichen Inhalieren Unterschiede in der Nicotinaufnahme entstehen, 
wurde eine Handelszigarette orientalischer Art der 4-Pfennigpreislage herens- 
gezogen (Probe C). Aus allen Versuchen ergab sich weiter, wiev iel Nicotin 
beim Nichtinhalieren und Inhalieren im menschlichen Kérper abgelagert wird 
Samtliche Versuchszigaretten waren mdéglichst gleichmaBig gestopft, besaBen 
dasselbe flache Format der GréBe 9,0 x 65 mm und wiesen etwa denselben 
Feuchtigkeitsgehalt auf. 

Um einen Uberblick iiber die Zusammensetzung der einzelnen verwendeten 
Tabakproben zu geben, fiihre ich in Tab. 1 den bei der Untersuchung ermittelten 
Gehalt einiger der wichtigsten Bestandteile an. 











Tabelle 
Proben A P robe n Be Probe ( 
Serres Demirhissar 80%, | 30% Sa- 4 
I. a 1940 — Zichna rissaban 4-Pf.- 
Bestandteile aoe Ss 9()0/ 20% N Handels- 
harz- | harzarm 20% | o WN. 
reich Imit Ather} Serres | Zagora Ziga- 
urspriing-| 30 Min. harz- | harz- retten 
lich © | extrah. reich | arm 
Nicotin in Of va 0.71. 0,73 0,96 | 0,97 0,85 
Gesamtetickstoff | in Of 2,21 2,34 2,30 | 2,32 2,16 
Asche in %. . 15,53 17,1] 15,33 | 14,21 16,06 
Geaamtreduktion ‘nach 
der Hydrolyse in % 19,20 | 20,97 20,75 | 25,55 20,60 
Harze u. Wachse in % 9,98 | 6,44 10,61 | 7,35 8,79 
pu-Wert. bei 18°. . 5,04 | 65,10 5,11 | 6,24 5,18 





Aus der Tabelle ersieht man, daB die beiden Versuchszigaretten der 
Proben A bei praktisch demselben Nicotinwert einen groBen Unterschied im 
Gehalt an Harzen und Wachsen, 4,54°/,, aufweisen. Dasselbe ist von den- 
jenigen der B zu sagen, bei welchen sich der Harzunterschied auf 3,26°/, 
belauft. In Handelszigaretten fand ich bis jetzt Harze und Wachse in Grenzen 
von etwa 8,0—10,8°/,, meistens aber etwa 8,5—9,5°/,, was auch die hier als 
Probe C herangezogene der 4-Pfennigpreislage zeigt. 

Die Versuchsausfiihrung nahm ich in ahnlicher Weise wie bei meinen 
friiheren Untersuchungen vor‘). 

Zum Verrauchen sémtlicher Proben zog ich ein- und denselben, und zwar 
einen 42 Jahre alten, maBigen Raucher heran, der ronst taglich etwa 10 bis 
12 Zigaretten maBig stark inhalierend genieBt. Eine Versuchsreihe erfolgte 
ohne Inhalieren und eine andere mit Inhalieren des ganzen Hauptstromrauches. 
In beiden Fallen wurde der Mund in die vordere Offnung des 50 mm breiten, 
1 m langen, an der anderen Seite geéffneten Rohres gebracht und der Rauch 
ohne Widerstand oder Hemmung von der Versuchsperson entsprechend ihrer 
natiirlichen Rauchgewohnheit ausgeblasen. Dabei fand die Abfihrung 
simtlichen Rauches durch den Mund und nicht durch die Nase besondere 
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Beachtung. Sobald der ganze Rauch ausgeblasen war, wobei kein Teil davon 
an der anderen Offnung entwich, da die MaBe des Rohres entsprechend gewahlt 
worden sind, wurde die Verbindung mit 5 Absorptionsflaschen durch einen 
Gummistopfen hergestellt und mittels einer Wasserstrahlpumpe gesaugt. 
Gleichzeitig legte die Versuchsperson nach Abheben des Mundes einige Se- 


} 


kunden die Handflache auf die Offnung des Rohres, wodurch etwas Vakuum 
ntstend und nach Entfernung derselben der Rauch gleichmaBig quantitativ 

die Absorptionsglaser iiberging. Das erste GefaB bestand aus einer ein- 
fachen Absorptionsflasche von 200 ccm Inhalt, die 50 ccm n/10-Schwefelsaiure 
enthielt, wahrend die ubrigen vier die bekannten Jenaer Waschflaschen mit 
Glasfilterboden Nr. 83 G1 waren und zu jeder 35 ccm n/10-Schwefelsiure zu- 
gesetzt wurde. Die zweite Absorptionsflasche enthielt auBerdem zur Aufnahme 
der harzigen Stoffe des Rauches 30 ccm Chloroform, um Verstopfungen der 
Filter zu vermeiden. Jedoch verfliichtigte sich dieses bei dem standigen Saugen, 
weshalb jedesmal nach Verrauchen von 3—4 Zigaretten etwas Chloroform 
durch das Rohr des Glasfilters hineingespritzt werden muBte. An Hand von 
Vorversuchen stellte ich fest, daB die erste Absorptionsflasche etwas Nicotin 
aufwies, die zweite Filterflasche die gréBte Menge aufgenommen hatte und die 
dritte wiederum nur kleine Mengen, wahrend bei der vierten Spuren und in der 
fiinften kein Nicotin nachzuweisen war. Auch beim Absaugen sah man nur 
im ersten GefaB Rauch und etwas im zweiten, dagegen war schon im dritten 
kaum welcher zu bemerken. 

Die Versuchsperson fiihrte aller 45 Sekunden einen Zug in der Starke 
ihrer natiirlichen Rauchgewohnheit aus. Diese Zeit war zur Ausfiihrung des 
Zuges, dem Einblasen des Rauches in das Rohr, sowie fiir die quantitative Ent- 
leerung des Rohres erforderlich. Ubrigens kommt es nicht selten vor, daB 
Raucher mit derartiger Pausierung Zigaretten rauchen. 

Es wurden zwei der verwendeten Apparaturen gebaut, damit die harz- 
reichen und harzarmen Zigaretten einer Probe an demselben Tage verraucht 
werden konnten. Ich verfuhr so, da erst eine Zigarette der harzreichen 
Probe in die eine Apparatur und nach Pausieren von etwa !/,—1 Stunde eine 
der harzarmen in die andere geraucht wurde. Es ist wichtig, das Verrauchen 
in dieser Weise vorzunehmen, damit beide Arten unter gleichen Bedingungen 
durchgefiihrt werden, um eventuell verschiedenes Aufgelegtsein der Versuchs- 
person und somit die Beeinflussung des Rauchens und der Nicotinaufnahme 
auszuschalten. 

Zu jeder Versuchsreihe wurden 20 Stiick der entsprechenden Zigaretten 
bis auf eine Stummellinge von 15 mm verraucht. Das Stummelgewicht 
berechnete ich aus der Lange und dem Gewicht der Zigaretten. 

Zuerst kamen die Proben A ohne Inhalieren zum Verrauchen und an- 
schlieBend dieselben Proben mit vollkommenem Inhalieren entsprechend der 
natiirlichen Rauchgewohnheit der Versuchsperson.. Nach etwa 2 Monaten 
erfolgte die Versuchsreihe der Proben B in derselben Weise und 1 Monat 
spaiter die Versuche mit den Handelszigaretten der Probe C. Bei letzteren 
wurde einmal nichtinhalierend, ein anderes Mal durch gewéhnliches und ein 
drittes Mal durch schwaches Inhalieren verraucht. Zu den 3 Versuchsreihen 
ist noch folgendes zu bemerken. Der Speichel wurde nicht geschluckt, sondern 
nach jedem Zug in ein fiir jede Versuchsreihe bestimmtes GefaB gegeben und 
nach jedem zweiten Zug der Mund und der Rachen einmal, sowie nach be- 
endetem Verrauchen der Zigarette sogar zweimal, erst mit angesiuertem und 


| 


































DAO Constantin Pyriki, 


dann mit reinem Wasser griindlich ausgespilt. Das Spiilwasser sammelte ich 
in dem betreffenden Gefa8 zusammen mit dem Speichel; es betrug bei den 
20 Zigaretten jedes Versuches etwa 4 Liter. Diese Mengen wurden in schwefel- 
saurem Medium eingeengt, nach Neutralisieren und Zugabe von 50 g Kochsalz 
mit 3—4 g Magnesiumoxyd alkalisiert und mit Wasserdampf destilliert, wobei 
das Destillat in eine Vorlage von n/!0-Schwefelsaure iiberging. Nach Einengen 
des sauren Destillates und Neutralisieren bestimmte ich in der etwa 40 ccm 
betragenden Flissigkeit das vorhandene Nicotin mit Pikrinsaure nach Pfyl 
und Schmitt?®), indem die Reaktionslisung wegen des zu erwartenden 
geringen Dipikrates etwa 5 Tage im Kihlschrank stehen blieb und berechnete 
den Alkaloidgehalt aus der Jodeosinzahl. Der dadurch erhaltene Wert stellt 
die Nicotinmenge, die beim Verrauchen der Zigaretten von der Mundhohle 
und dem Rachen aufgenommen wurde, dar. 

Nach jedem Versuch mit 20 Zigaretten wurde das Rohr und die Absorp- 
tionsflaschen der Vorrichtung griindlich mit n/10-Schwefelsdure, Wasser und 
Chloroform ausgespiilt. Es ist dabei zu bemerken, daB sich bereits nach Ver- 
rauchen von 10 Zigaretten eine Erneuerung der Flissigkeit der zweiten und 
dritten Absorptionsflaschen nétig machte. Die sauren Fliissigkeiten vereinigte 
ich in einem Schiittelzylinder mit den Chloroformlésungen, schiittelte sie durch 
und trennte nach Stehenlassen die beiden sich bildenden Schichten. Die 
waBrige Fliissigkeit wurde nochmals mit Chloroform behandelt und nach 
Trennung die beiden Chloroformlésungen vereinigt, die wiederum eine Be- 
handlung mit Schwefelsiure, wie vorher, erhielten, wonach ich dann die saure 
Schicht zu der betreffenden anderen gab. Nach Einengen der sauren Lésung 
verfuhr ich zwecks Bestimmung des darin vorhandenen Nicotins wie bei dem 
'» Mundspiilwasser. Das ermittelte Ergebnis gibt den Nicotingehalt des aus- 
geblasenen Rauches an. Die in dem Chloroform befindlichen Stoffe bestehen 
aus den harzigen Bestandteilen des Rauches, die ebenfalls bestimmt wurden, 
indem das Chloroform nach Auswaschen mit Wasser mit entwassertem Na 
triumsulfat getrocknet und im Wasserbad vorsichtig abdestilliert wurde. Den 
verbliebenen Riickstand trocknete ich iber Calciumchlorid bis zum konstanten 
Gewicht. 

Als Vergleich zu den Versuchen, die mit natiirlichem verrauchen aus- 
gefiihrt wurden, habe ich bei jeder entsprechenden Versuchsreihe 10 Zigaretten 


nach der Methode von Pfy! verraucht und das in den Hauptstrom iibergehende 
Nicotin bestimmt. 


3. Versuchsergebnisse 


Aus den ausgefiihrten Untersuchungen berechnete ich die 
Nicotinaufnahme wie folgt. Die in dem Spiilwasser und Speichel 
gefundene Alkaloidmenge stellt, wie bereits schon erwihnt, die 
in der Mundhohle und dem Rachen angelagerto dar. Weiterhin 
ergibt sich aus den Absorptionsflaschen und den wibrigen Teilen 
der Vorrichtung der in dem ausgeblasenen Rauch vorhandene 
Nicotingehalt. Addiert man diese beiden Werte und zieht die so 
erhaltene Zahl des inhalierten Rauches von derjenigen des ent- 





°) Z. Unters. Leb.mitt. usw. 54, 60 (1927). 
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sprechenden nichtinhaherten ab, so erhalt man die durch die 
inneren Organe beim Einziehen des Rauches in den Lungenraum 
aufgenommene Nicotinmenge. Bei Zuzihlen dieser zu dem in der 
Mundhoéle angelagerten Teil ergibt sich die Gesamtnicotinauf- 
nahme des Organismus, die zusammen mit dem Ergebnis des 


LA 


aus- 
isenen Rauches das Hauptstromnicotin darstellt. Der Unter- 
schied an chloroformléshchen Rauchprodukten des inhalierten und 
nichtinhaherten Rauches zeigt die von den inneren Organen an 
diesen Stoffen aufgenommenen Mengen. Wieviel in der Mundhohle 
verblieben ist, laBt sich nicht sagen, da eine Ausspiilung des Mundes 
mit Chloroform nicht méglich ist und eine Ausschiittlung des Spil- 
wassers keine richtigen Resultate ergibt. 

Die bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen Ergebniss 
sind in der Tab. 2 mit naheren Angaben zusammengestellt. 

Aus den Ergebnissen der harzreichen und harzarmen Zigaretten 
geht eindeutig hervor, daB der Harzgehalt des Tabaks keinen Fin- 
fluB auf die mengenméBige Aufnahme des Organismus an Haupt- 
stromnicotin hat. Obwohl der Unterschied im Harzgehalt zwischen 
den einzelnen Tabaken bedeutend war, sind die aufgenommenen 
Alkaloidmengen bei den harzreichen und harzarmen Tabaken, in 
Prozent des Hauptstromrauchnicotins berechnet, gleich groB. Aus 
diesem ergibt sich, daB die von Wenusch angenommene grobere 
Nicotinaufnahme aus dem Hauptstromrauch harzreicherer Tabake 
durch stirkere Zusammenballung der Nicotinsalzteilchen bei 
natiirlichem Verrauchen von Zigaretten der sauren Gruppe prak- 
tisch nicht in Erscheinung tritt. Die von ihm in seiner Vorrichtung 
festgestellte héhere Zuriickhaltung bei gehaltvollen Tabaken*?) 
konnte in den vorliegenden Versuchen physiologisch nicht nach- 
gewiesen werden. Dieses ist ja auch erklirlich, denn die Glaser 
der Apparatur verhalten sich nicht wie der lebende Organismus. 
Derartige Fragen kénnen nur durch physiologische Versuche ent- 
schieden werden. 

Beim Vergleich des Gesamtnicotins des Hauptstromes zwischen 
harzreichen und harzarmen Tabaken stellen wir bei ersteren einen 
etwas hdéheren Alkaloidgehalt fest. Jedoch ist der groébere Unter- 
schied bei dem extrahierten harzarmen Tabak, zu verzeichnen, 


11) Z. Unters. Leb.mitt. usw. 78, 183 (1937). Der Tabakrauch, S. 55 
Die dort ohne nahere Angaben erwihnte gute Ubereinstimmung mit der 
pharmakologischen Uberpriifung kann auf den wesentlich hoheren Zucker 
gehalt, der dem Charakter der bulgarischen Tabake entspricht, zurackgefubrt 
werden. 
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wihrend er bei dem anderen nur klein ist. Durch die Extraktion 
kann der Glimmvorgang des Tabaks so beeinflut worden sein, 
daB beim Verrauchen im Hauptstrom kleinere Nicotinmengen auf- 
treten. Dieses schlieBt aber nicht die Moéglichkeit des etwas gréBeren 
Auftretens von Nicotin im Hauptstrom bei harzreichen Tabaken aus. 

Die in der Tab. 2 niedergelegten Ergebnisse aller Versuche 
zeigen, daB beim Nichtinhalieren des Rauches nur geringe Mengen 
Nicotin von dem Organismus aufgenommen werden, namlich 
4,72—5,78°/, des in den Mund gelangten, d. h. des Hauptstrom- 
nicotins, wihrend beim Inhalieren der gréBte Teil, 66,27—75,56°/,, 
abgelagert wird. Die von Bodnar und Mitarbeiter bei Nicht- 
inhalieren angegebene hohe Aufnahme von 60°, kann also nicht 
den Tatsachen entsprechen. 

Wie meine jetzigen Untersuchungen ergeben, wurden von der 
Versuchsperson, die, wie schon erwéihnt, ein maSiger Raucher 
war und mabBig stark nach ihrer natirlichen Rauchgewohnheit 
den Rauch in die Luftwege und Lungen einzog, rund ?/, bis 3/, 
des im Hauptstrom vorhandenen Nicotins aufgenommen. Daraus 
laBt sich schheBen, daB die von Wenusch angenommene 50°/,ige 
Aufnahme bei maSig starkem Inhalieren zu niedrig ist. Aus dem 
Vergleich der Resultate zwischen dem gewodhnlichen Inhalieren 
und dem schwachen ersehen wir verhiltnismaBig keine groBen 
Unterschiede in det Nicotinanlagerung. Hier méchte ich bemerken, 
da bei dem schwachen Inhalieren der Rauch nur in die Luftwege 
eingezogen wurde, so daB hoéchstens etwas davon in die Lungen 
gelangen konnte. Trotzdem betragt dabei die Aufnahme 66,27°/, 
gegeniiber 74,60°/, des gewohnlichen. Ein Zeichen fiir das sehr 
schwache Inhalieren war auch das bedeutend weniger feuchte 
Beschlagensein des Glasrohres der Vorrichtung durch den aus- 
geblasenen Rauch gegeniiber dem anderen Versuch. Eine wesent- 
liche Ablagerung scheint also bereits beim Erreichen der Luftwege 
zur Lunge stattzufinden, fir die man etwa 2/, des Hauptstrom- 
nicctins rechnen kann. Physiolugisch ist es aber von verschiedener 
Wirkung, ob das Nicotin sich gréBtenteils in den Luftwegen ab- 
setzt oder in der Lunge, weil dabei die Resorptionsgeschwindig- 
keiten von einander verschieden sind. 


Wieviel Alkaloid beim bloBen AusstoBen des Rauches durch die Nase in 
dieser verbleibt, 14Bt sich experimentell nicht bestimmen. Wenusch nimmt 
dafir die doppelte Menge des beim Nichtinhalieren aufgenommenen an. 

Das kiinstliche Verrauchen der Zigaretten nach Pfyl hat Werte ergeben, 
die annahernd gleich der durch den herangezogenen Raucher erhaltenen sind. 
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Auch die Zugzahl, mit der die Zigaretten kiinstlich verraucht wurden, - ent- 
spricht der des natiirlichen. Daraus erkennt man die Brauchbarkeit der Pfy1- 
schen Methode fiir die Rauchuntersuchungen und ihr weitgehendstes An- 
gepaBtsein an das natiirliche Rauchen. 

Stellen wir die Ergebnisse der Nicotinaufnahme dieser Arbeit denjenigen 
meiner friiheren*) gegeniiber, so finden wir eine gute Ubereinstimmung der 
VA 


Werte des Nichtinhalierens. Dagegen sind die jetzt mit Inhalieren erhaltenen, 


,92—95,42°/,, zu niedrig aus- 
gefallen. Die gréBte Aufnahme, 95,42°/,, bewirkte damals ein schwacher 
taucher und die niedrigste, 83,92°/,, ein starker, woraufhin ich annahm, daB, 
je weniger der K6rper an das Alkaloid gewéhnt ist, eine um so starkere Auf- 
nahme erfolgt. Dieses scheint aber nicht den Tatsachen zu entsprechen, weil 
die jetzt zu den Versuchen herangezogene Person, obwohl sie nicht sehr an das 
Rauchen gewohnt war, weniger Nicotin, als der friihere starke Raucher aufnahm. 
Seinerzeit hatte ich die Einstufung der 3 Raucher in einen starken, maBigen 
und schwachen, gemaB der nach ihrer Gewohnheit taglich verrauchten Anzahl 
Zigaretten vorgenommen. Wie ich aber spater feststellte, inhalierten die als 
schwacher und maBiger Raucher bezeichneten, die taglich nur 5—7 bzw. 
10—12 Zigaretten verbrauchten, nach ihrer Gewohnheit starker und besonders 
hielten sie den Rauch etwas langer an als der jetzige, worin die Ursache fiir die 
héhere Nicotinzuriickhaltung, 95,42 bzw. 90,10°/,, zu suchen ist. 


67,93—75,56°/,, im Vergleich zu den friiheren, 83 


Aus meinen friiheren und jetzigen Untersuchungen laBt sich 
folzendes schlieBen. Beim Verrauchen von Zigaretten der sauren 
Gruppe nimmt der K6rper nur geringe Mengen Nicotin auf, wenn 
der Rauch ohne zu inhalieren wieder ausgestoBen wird. Dagegen 
werden beim schwachen und miabfigen Inhalieren ?/,—*%/, des in 
den Mund gelangten Nicotins und beim starken und etwas langeren 4 
bis zu 95°/, von dem Organismus zuriickgehalten, ohne daB dabei 
der Harzgehalt eine wesentliche Rolle fiir die mengenmaBige 
Nicotinaufnahme aus dem Hauptstromrauch spielt. Ob das Tabak- 
harz selbst und damit auch das des Rauches eine physiologische 
Wirkung hat, wie wir es von den anderen Naturharzen kennen, 
bleibt dahingestellt, da hier nur sein Hinflu8 auf die Nicotin- 
zuriickhaltung behandelt wurde. 


An Hand eines Beispiels méchte ich zum Schlu8 veranschaulichen, wie- 
viel Nicotin auf Grund meiner Untersuchungen der Organismus beim Ver- 
rauchen einer Zigarette zuriickhalt, Nehmen wir an, die Zigarette enthalt in 
der Trockensubstanz 1°/, Nicotin, wie man es 6fters bei Handelszigaretten 
orientalischer Art heutzutage in den héheren Grenzen trifft, und ihr Format 
von 9 x 65 mm umfaBt 1 g Tabak von 10°/, Feuchtigkeit. Sie wird unter 
Ausfiihrung von 2 Ziigen in der Minute auf einen 15 mm langen Stummel ver- 
raucht. Demnach betragt die verrauchte Tabakmenge ™/., = 0,7692 g und ent- 
halt 0,00692 g Nicotin. Unter den erwahnten Rauchbedingungen gelangen im 
Durchschnitt 30°/, des Tabaknicotins, also 0,00208 g, in den Mund des Rauchers 
(Hauptstrom). Beim bloBen Mundrauchen, d.h. ohne den Rauch in den 
Lungenraum einzuziehen bzw. ohne ihn durch die Nase auszustoBen, werden 
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in der Mundhéhle etwa 5°/,, 0,000104 g, abgelagert. Dagegen betragt die Auf- 
nahme bei schwachem bis maBig starkem Inhalieren rund 70°/,, 0,00146 g, und 
bei starkem Inhalieren mit langerem Anhalten des Rauches 95°/,, 0,00198 g. 

Nach diesen Ausfiihrungen nimmt der menschliche Organismus beim 
GenuB von Zigaretten mit 1°/, Nicotingehalt durch Inhalieren des ganzen 
Hauptstromrauches je nach der Rauchgewohnheit 1,5—2,0 mg auf, wahrend 


er ohne Inhalieren nur etwa 0,1 mg zuriickhalt. Es gibt aber eine groBe Anzahl 
; ar ‘ Lr . , } 
Zigarettenraucher, die eimen Leu des eingezogenen Rauches, ohne zu in 


halieren, durch den Mund ausblasen und nur den anderen Teil in den Lungen- 
raum einatmen. Derartige Raucher nehmen selbstverstandlich entsprechend 
weniger Nicotin auf. Wenn man bedenkt, daB viele Menschen taglich im Durch- 
schnitt etwa 20 Zigaretten rauchen, aus welchen bei 1°/, Nicotingehalt ihr 
Organismus durch vollkommenes Inhalieren 30—40 mg zurickhalt, so scheint 
es zunichst erstaunlich, wieviel der Kérper von diesem bekanntlich stark 
toxisch wirkenden Alkaloid vertragt. Beinaherer Betrachtung sehen wir 
jedoch, daB abgesehen von der Gew6hnung, beim Rauchen, bedingt durch 
die Zusammensetzung der Tabake der sauren Gruppe, wie eingangs ausgefihrt 
Vorginge entstehen, die die Nicotinwirkung herabsetzen. Da im Harn, in 
welchem nach Noether!?) nach 1!/, Stunde bereits die Ausscheidung beginnt 
und nach 2!/, Stunden ihren Héhepunkt erreicht, nur geringe Mengen Alkaloid 
festzustellen sind [5) S. 320] und gréBere Anteile im Kot und Schwei wahr- 
scheinlich nicht abgehen, ist auf einen verhaltnismaBig schnellen Abbau des 
Nicotins im Organismus zu schlieBen. Sonst wiirde, abgesehen von der Herab- 
setzung der Nicotinwirkung durch die erwahnten, beim Rauchen mitspielenden 
Vorgainge bald die dosis letalis des Alkaloids erreicht sein. 

Die von dem KG6rper aufgenommenen Nicotinmengen sind beim Nicht- 
inhalieren so gering, daB man ein derartiges Rauchen als unwirksam bezeichnen 
kann. Die meisten Raucher inhalieren jedoch den Zigarettenrauch, da sie ihn 
infolge seiner Tabakzusammensetzung als leicht empfinden. Nach dem heutigen 
Stand der Tabakchemie kann man, wie aus meinen Ausfiihrungen hervorgeht, 
die physiologische Wirkung des Rauchens herabsetzen und somit den Zigaretten- 
genu8 bekémmlicher gestalten, wenn folgende Bedingungen zur Beachtung 
kommen: . 

Die Zigaretten sollen einen Nicotingehalt von nicht mehr als 1°/, auf- 
weisen. Die tibrigen Bestandteile miissen in einem harmonischen Verhiltnis 
stehen und der Tabak einen sauren Hauptstromrauch entwickeln, wozu die 
léslichen Kohlenhydrate, Polyphenole und harzigen Bestandteile nicht in 
kleinen Mengen vorhand 


an aQqoir ‘oye 
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4. Zusammenfassung 


1. Durch eine Reihe Versuche wurde eindeutig festgestellt, dab 
die Auswirkung des in der Tabakchemie eingefiihrten Begriffes 





12) Arch. f. exper. Path. 98, 370 (1923). 
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der Zusammenballung von Nicotinsalzteilchen durch die harzigen 
Bestandteile des Rauches, wonach der menschliche Organismus 
aus dem Hauptstromrauch von harzreichen Tabaken mehr Nicotin 
als von harzarmen aufnehmen soll, physiologisch nicht in Erschei- 
nung tritt. 


+ <.Y ria. 1 1Ov11 YY 1? i y iTrDy } r) } t { 
8 wurae wiederum einwanatrel nachgvewiesen, dab entgeren 


nderen Ansichten beim Rauchen von Zigaretten der sauren Gruppe 
ohne Inhaheren baw. ohne den Rauch durch die Nase auszustoBen, 
der Organismus nur geringe Mengen Nicotin zuriickhalt. Dagegen 
nimmt der Korper beim Inhalieren den gréBten Teil des im Haupt- 
strom auftretenden Alkaloids auf. 

| 3. Auch beim schwachen Inhalieren werden wesentliche 
Mengen Nicotin zuriickgehalten. Durch einen entsprechenden 
Versuch wurde festgestellt, dai bereits beim Kinziehen des Rauches 
in die Luftwege zur Lunge eine erhebliche Nicotinablagerung 
stattfindet. 

4. Meine jetzigen und friiheren Versuche haben gezeigt, daB 
beim Rauchen von Zigaretten der sauren Gruppe ohne Inhalieren 
nur etwa 5°/,, dagegen beim schwachen bzw. maBigen Inhalieren 
66,27 bzw. 67,93 bis 75,56°/,, und beim starken Inhalieren und 
etwas lingerem Anhalten des Rauches 88,92—95,42°/, des in den 
Mund gelangten Nicotins von dem menschlichen Organismus auf- 
genommen werden. Die Wirkung dieser Alkaloidmengen wird 
durch gewisse Tabakbestandteile und Vorginge beim Rauchen 
herabgesetzt. 
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Weiterer Beitrag zur Struktur des Seidenfibroins*) 


y¢ 


Emil Abderhalden 


(Aus dem Physiologischen und Physiologisch-chemischen Institut 
der Martin Luther-Universitat Halle a 8.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1942) 


Beim stufenweisen Abbau von Seidenfibroin sind neben 
Aminosiuren und Polypeptiden regelmaBig Diketopiperazine er- 
halten worden. Obwohl einwandfrei gezeigt werden konnte, dab 
mit hochmolekularem Seidenfibroinpepton Farbreaktionen (u. a. 
Pikrinsiure plus Natriumcarbonat), die von Diketopiperazinen, 
nicht aber von Aminoséuren und Polypeptiden gegeben werden, 
positiv ausfallen, wihrend sie bei dessen Totalhydrolyse negativ 
werden und ferner bestimmte Diketopiperazine unter mdglichst 
sorgsamem AusschluB von Einwirkungen, die sekundar zur Ring- 
bildung fiihren kénnen, erhalten worden sind, sind bei allen For- 
schern, die die Ansicht vertreten, daB im EHiweif ausschheBlich 
Polypeptidstruktur vorhanden sei, immer wieder Bedenken erhoben 
worden, und zwar in Hinsicht auf die Méglichkeit einer sekundiaren 
Bildung von Diketopiperazinen, sei es aus Dipeptiden, sei es aus 
Strukturen, wie sie z. B. von der Cyclotheorie angenommen 
werden. In einer letzten Arbeit#) ist eingehend gepriift worden, 
ob die zur Isolierung von Diketopiperazinen aus Seidenfibroin 
angewandte Methode zu einer sekundéren Diketopiperazinbildung 
aus Polypeptiden und insbesondere Dipeptiden fihrt. Das Ergebnis 
war in Hinsicht auf eine derartige Entstehung ein negatives. Bei 
der Wichtigkeit des ganzen Problems sind die Untersuchungen 
auf breiterer Basis weitergefiihrt worden. Vor allen Dingen war 
der Wunsch ma8Sgebend, zu einer mdglichst einfachen Methode 
der Gewinnung von Diketopiperazinen aus KiweiShydrolysaten zu 
gelangen. Die nunmehr entwickelte sei kurz geschildert. 





*) Dem auf so vielen Gebieten der physiologischen Chemie fihrend 
tatigen Prof. Hans von Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 
1) Diese Z. 265, 23 (1940). 
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100 g entleimtes Seidenfibroin wurden in fein verteilter Form (Zer- 
schneiden mit der Schere in ganz kurze Anteile) in die 5fache Menge kalter 
70 volumen-°/,iger Schwefelsaure unter standigem, lebhaftem Riihren ein- 
getragen. Es erfolgte innerhalb von 1 Stunde volistandige Auflésung. Die 
klare Lésung war braun gefarbt. Sie blieb 26 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Hierzu sei bemerkt, daB in weiteren im Gang befindlichen Unter- 
suchungen gepriift wird, ob die Dauer der Einwirkung der Schwefelsaure 
KinfluB auf die Ausbeute an Diketopiperazinen hat. Die schwefelsaure Lésung 
wurde unter Kiihlung (bestandige Kontrolle der Temperatur! Héchsttempe- 
ratur + 10°) mit der 10fachen Menge destilliertem Wasser verdiinnt. Dann 
wurde die auf den Schwefelsauregehalt der Lésung berechnete Menge an 
reinem Baryt unter standigem kraftigem Riihren in kleinen Portionen ein- 
getragen. Der abfiltrierte Bariumsulfatniederschlag wurde so lange mit der 
10fachen Menge Wasser ausgekocht, bis beim Kochen des in wenig Wasser 
suspendierten BaSQO,-Niederschlags mit Ninhydrinlésung keine Farbung mehr 
auftrat. Nunmehr erfolgte Eindampfen der gewonnenen schwefelsdure- und 
barytfreien Filtrate im Vakuum. Das so gewonnene Seidenpepton enthielt 
16,72°/, N, davon waren 24,6°/, in Form von NH,—N vorhanden. 

Das erhaltene, hellgelb gefarbte Seidenpepton, das mit gesittigter 
Ammonsulfatl6sung eine Triibung und ferner eine rote Biuretreaktion gab, 
wurde in Wasser zu einer 10°/,igen Lésung aufgelést. Dabei blieb ein kleiner 
Anteil ungelést. Nunmehr wurde zur Beseitigung vorhandener Polypeptid- 
ketten mit einer Trypsin-Erepsinldsung verdaut (bei anderen Versuchen 
wurden neben weitgehend gereinigtem Trypsin Amino- und Carboxypoly- 
peptidase und schlieBlich noch Dipeptidase angewandt). Schon nach 24stiin- 
digem Verweilen bei 37° hatten sich groBe Mengen von 1-Tyrosin krystallin 
an der GefaBwand und in der Fliissigkeit abgeschieden. Nach 8tagiger Dauer 
der Fermenteinwirkung wurde abfiltriert und der Riickstand in wenig n-Salz- 
siure aufgenommen. Nach Zusatz der entsprechenden Menge n-NaOH fiel 
reines 1-Tyrosin aus. Ausbeute 7,3 g. [a]? = —12,8° in 4°/,iger Salzsiure 
(Emil Fischer: — 12,56°). Das Filtrat, das noch Millonsche Reaktion 
ergab, und das 60,3°/, NH,—N aufwies, wurde im Vakuum zur Trockne 
gebracht. Da sich bei friiheren Versuchen gezeigt hatte, daB Ausziehen des 
Riickstandes mit Essigither und fhnlichen Lésungsmitteln nur zu geringen 
Ausbeuten fiihrt, wurde direkt mit trocknem Athylalkohol ausgekocht bzw. 7 
im Soxhletapparat extrahiert. Aus der heiBen alkoholischen Lésung_fielen 
beim Einengen feine Nadelchen (z.T. zu Drusen vereinigt) aus. Kinmaliges 
Umkrystallisieren aus heiBem Alkohol unter Anwendung von Tierkohle fihrte 
unmittelbar zu einem analysenreinen Praparat. Es handelte sich um reines 
Glycyl-alaninanhydrid, und zwar in einer Ausbeute von 1,5 g. Aus der 
Mutterlauge, die unter anderem Prolin aufwies, lieBen sich weitere Mengen 
Diketopiperazine isolieren, ferner wurden 1-Alanin und Glycin gewonnen. 
[a]?°° des ]-Alanins == + 13,6° in 20°/,iger HCI. 

Analyse!) des Glycyl-alaninanhydrids. 3,159 mg Subst.‘ 5,415 mg 
CO,, 1,707 mg H,O. — 3,189 mg Subst.: 0,592 ccm N (22°, 760 mm). 

Gef. C 46,75 H 6,05 N 21,48 Ber. C 46,88 H 6,25 N 21,88. 


Ninbydrinreaktion negativ. 


1) Ausgefiihrt von Herrn Rudi Martin, Mikroanalytiker des Chemischen 
Laboratoriums der Universitat Leipzig. 
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950 Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Struktur des Seidenfibroins 


Das isolierte Diketopiperazin erwies sich als optisch- 
inaktiv. Simtliche der isolierten Krystallfraktionen verhielten 
sich gleich, wihrend die unmittelbar entstandenen, ohne Zweifel 
aus offenen Polypeptidketten hervorgegangenen Aminosiuren 
optisch-aktiv waren. Sicher kommt dem Befund des optisch- 
inaktiven Diketopiperazins eine besondere Bedeutung zu. Da 
beim angewandten Verfahren eine sekundare Racemisierung ver- 
mieden war, ist die Annahme berechtigt, daf Glycyl-alaninanhydrid 
‘1 der Enolform in das KiweiSmolekil eingebaut ist: 








H,C——C.OH HC——C-OH 
Ps we Pr ty 

N “? ode i NH 
~ A, i 
HO.0-—_Cu, HO.O——CH 


Die Pikrinséiure-Soda-Reaktion diirfte mit dieser in Zusam- 
menhang stehen. Mit dem Befund von optisch-inaktivem Glycyl- 
alaninanhydrid findet die Feststellung eine Erklarung, da bei der 
Seidenfibroinhydrolyse mit Saéuren stets ein erheblicher Anteil 
des Alanins in Racemform gewonnen wird. Hs diirfte dies jene 
a-Aminopropionsdure sein, die dem Diketopiperazin angehort. Es 
soll gepruft werden, ob.sich eine Beziehung zwischen der Ausbeute 
an d,l-Alanin und derjenigen an diese Aminosiure enthaltenden 
Diketopiperazinen feststellen.laBt. Vielleicht 14Bt sich der Nach- 
weis von racemischen Aminoséuren bei der Hydrolyse anderer 
Proteine und insbesondere auch von Carcinomeiwei8 ebenfalls auf 
das Vorliegen von Diketopiperazinen in Enolform zuriickfiihren. 


Zusammenfassung 


Seidenfibroin liefert bei der teilweisen Hydrolyse unter Be- 
dingungen, die eine sekundire Bildung aus Polypeptiden aus- 
schlieBen, optisch-inaktives Glycyl-alaninanhydrid. Es wird das 
regelmaBige Vorkommen von d,|l-Alanin unter den Produkten der 
totalen Hydrolyse des genannten Proteins auf die Aufspaltung von 
diese Aminoséure enthaltenden Diketopiperazinen zuriickgefiihrt. 
Ks wird angenommen, daB diese im Hiwei8 in Enolform ent- 
halten sind 




















Uber die Bestimmung von d-Glutaminsdure 
in Tumorhydrolysaten mit Deuterium als Indicator 


9. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren”) 


Yon 
F. Koégl, H. Erxleben und G, J. van Veersen 


Mit 1 Figur im Text 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitang zugegangen am 21. Dezember 1942) 


Seit der letzten Mitteilung dieser Reihe!) ist zunichst durch 
die auBeren Verhaltnisse, dann aber infolge sachlicher Umstiande 
eine langere Pause verstrichen, in der wir nur durch eine kurze 
Notiz?) ber den Fortgang unserer Arbeiten berichtet haben. 
Obschon die neue Geschwulsttheorie auch in der Zwischenzeit 
unvermindertes Interesse fand und als Ausgangspunkt fiir zahl- 
reiche neue Arbeiten diente, ist ihre experimentelle Grundiage, 
das Auftreten von d-Glutaminsiure als wichtigster ,,unnatiirlicher“ 
Baustein der Tumorproteine, immer wieder bestritten oder in 
Zweifel gezogen worden. Dies wurde vor allem dadurch verursacht, 
daf die von uns angewandte Methode zur Isolierung des Hydro- 
chlorids der partiell racemischen Glutaminsaure (im folgenden GS) 
in anderen Laboratorien zu MiBerfolgen fiihrte, indem zumeist 
oder fast nur die ]-Form erhalten werden konnte. Aus diesem 
Grunde wurde dann vielfach nach anderen Methoden gesucht, die 
wir selbst fiir das Problem noch nicht erprobt hatten; da auch diese 
gewohnlich zu negativen Ergebnissen fiihrten, sind eine fanze 
Reihe von Forschern davon iiberzeugt, daB unsere Befunae un- 
richtig seien bzw. auf triviale Weise erklirt werden miiBten. Jeden- 
falls ist man vielfach der Meinung, daB zwischen normalem und 
malignem Gewebe nicht der von uns postulierte Unterschieu 
bestehe, die d-Form sollte in beiden Fallen héchstens 1—2°/) der 





*) Herrn Prof. Dr. H. von Euler zum 70. Geourtstag gewidmet. 
1) 8. Mitt., Diese Z. 264, 240 (1940). 
2) Naturw. 30, 46 (1942). 
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952, F. Kég], H. Erxleben und G. J. van Veersen, 
Gesamt-Glutaminsiure betragen und vermutlich durch sekundire 
Racemisierung bei der Hydrolyse entstehen. 


Anfinglich konnten sich unsere Opponenten auf den wichtigen 
Einwand stiitzen, daB bei der Foremanschen Isolierungsmethode 
iiber die Ca- oder Ba-Salze etwa 10°/, des Proteingewichts an 
1-GS erhalten wird, wihrend unsere Ausbeuten an partiell race- 
mischer GS in unseren ersten Mitteilungen noch erheblich medriger 
waren (im Mittel 3,4°/,, dabei aber auch Falle mit 8—9°/)). Mit 
zunehmender Ubung konnte jedoch auch bei unserer gewohnlichen 
Arbeitsweise die Ausbeute auf durchschnitthch 9°/, gesteigert 
werden, ohne da8 sich hierdurch das Verhaltnis der Antipoden 
wesentlich zugunsten der 1-Form verschob. Die Tatsache, da 
bei der Methode von Foreman fast reine l-Form erhalten wird, 
schien zunachst durch eine gréBere Léslichkeit?) des d,1-Calcium- 
glutaminats erklarbar zu sein. Wie in der 6. Mitteilung*) dargelegt 
wurde, ist der ausschlaggebende Grund fir die selektive Ab- 
scheidung der ]-Form jedoch eime unter dem Einflu8 von asym- 
metrischen Bestandteilen der Proteinhydrolysate erfolgende Race- 
matspaitung. Bei dem untersuchten Brown-Pearce-Tumor 
erhielten wir namlich neben 9,3°), 1-GS aus den Mutterlaugen der 
Ca-Fallung 3,6°/, d-Form; die Gesamtausbeute (12,9°,) war also 
selbst gréBer als von anderer Seite bisher nachgewiesen wurde. 

Trotzdem der urspriinglich berechtigte Eimwand der zu 
geringen Ausbeuten langst nicht mehr aufrecht erhalten werden 
kann, hatten wir seit langem den Wunsch, die Diskussion durch 
Bestimmung des absoluten Gehalts der Proteinhydrolysate an 
l- und d-Form auf eine exaktere Grundlage zu stellen. Den Weg 
hierzu wies uns eine Notiz von H. H. Ussing), nach welcher der 
Leucingehalt eines vorher racemisierten Proteinhydrolysats durch 
Zugabe von deuteriertem d,l-Leucin bestimmt werden kann, wenn 
man die Verdiinnung des Isotops bei dem hierauf isolierten 
d,l-Leucin bestimmt. Unter Bezugnahme auf diese Mitteilung 
haben wir bereits zu Beginn des Jahres 1940 unsere Absicht an- 





*) Vgl. hierzu Diese Z. 261, 153 (1939) und 264, 218 (1940). Herr 
A. M. Akkerman hat in unserem Laboratorium seither auch Praparate von 
d,1-Calciumglutaminat erhalten, deren Léslichkeit sich von jenem des 1-Salzes 
praktisch nicht unterschied, wie das (mit anderer Bestimmungsmethodik) 
auch von englischen und amerikanischen Autoren gefunden wurde. Es ist 
bisher nicht gelungen, die Bedingungen, unter welchen die leichter oder die 
schwerer lésliche Form des amorphen Ca-Salzes entsteht, zu definieren. 

*) Diese Z. 264, 211 (1940). 5) Nature 144, 977 (1939). 
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gekiindigt®), durch entsprechende Modifikation dieses Prinzips den 
absoluten Gehalt der Proteinhydrolysate an l- und d-GS zu be- 
stimmen. Erst etwas spiter kam es zu unserer Kenntnis, daB 
diese neue analytische Methode schon kurze Zeit vorher und unab- 
hangig von R. Schoenheimer’), S. Ratner und D. Ritten- 
berg fir die Bestimmung des Leucingehalts der Proteine des 
Rattenorganismus angewendet worden ist. NaturgemaéB hat die 
Binfiihrung der Deuteriummethode in unserem Laboratorium — 
vor allem unter den gegenwirtigen Umstainden — langere Zeit 
beansprucht. Bevor wir selbst zur systematischen Bearbeitung 
des Problems iibergehen konnten, erschien eine ausfihrliche 
Mitteilung iiber quantitative Analysen durch Isotopenverdiinnung 
von D. Rittenberg*) und G. L. Foster und gleichzeitig auch 
eine Veroffentlichung von Samuel Graff), D. Rittenberg und 
G. L. Foster, in welcher die neue Methode mit ™N als Indicator 
bereits auf das uns interessierende Problem der Glutaminsaure- 
bestimmungen in Tumorhydrolysaten angewandt war. Uber- 
raschenderweise haben die zuletzt genannten Autoren in den 6 
von ihnen untersuchten Tumorhydrolysaten neben durchschnitt- 
iich 10°/, i-GS héchstens etwa 0,1°/, d-Form gefunden. Zur Aus- 
fiihrung der Analysen haben die Autoren das Gewebe 12 Stunden 
hydrolysiert, eine bestimmte Menge mit *®N markierte d,l-GS 
zugefiigt und dann noch 38 Stunden gekocht. Die Isolierung der 
GS erfolgte nach der Methode von Foreman, die Trennung der 
Hydrochloride von 1-GS und d,l-GS durch fraktionierte Krystalli- 
sation aus dem berechneten Volumen verd. Salzséure, und zwar auf 
Grund unserer Léslichkeitsbestimmungen. Die massenspektro- 
metrische Untersuchung des aus den GS-Priéparaten in Freiheit 
gesetzten Stickstoffs fiihrte zu den erwahnten Schliissen tiber den 
GS-Gehalt der untersuchten Tumorbydrolysate. 

Das Ergebnis dieser Arbeiten ist besonders in Amerika, aber 
auch anderen Orts als endgiiltige Widerlegung unserer Unter- 
suchungen betrachtet worden. In der Tat machen die beiden 
Arbeiten in experimenteller Hinsicht, sowie durch die sorgfaltige 
rechnerische Diskussion der Fehlerquellen einen recht wberzeu- 
genden Kindruck. Wir haben uns natiirlich bei allen Angriffen 
immer wieder die Frage vorgelegt, wie gegeniiber diesen negativen 


6) Diese Z. 268, 113 (1940). 
7) J. of Biol. Chem. 180, 703 (1939). 
8) J. of Biol. Chem. 133, 737 (1940). 
%) J. of Biol. Chem. 138, 745 (1940). 
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Ergebnissen unsere positiven Befunde zu erklaren sein kénnten. 
Wenn es sich um rein biologische Versuche mit groBer Streuung 
der Ergebnisse handeln wiirde, bei denen wir auf statistischem 
Wege unsere Folgerungen ableiten, oder wenn wir in den ver- 
schiedenartigsten Tumoren stets ein und denselben geringen 
Gehalt an d-Form fiinden, so wire die Gefahr eines Irrtums selbst- 
verstandlich sehr groB. In Wirklichkeit-ist es aber so, daB wir in 
den folgenden Gewebetypen 
I normale Gewebe und Organe, 

II gutartige menschliche Myome, 

III nicht metastasierende Impftumoren (Jensen), 

IV Chemotumoren (Benzpyren), 

V stark metastasierende Impftumoren (Brown-Pearce), 


bei I und II keine mit Sicherheit nachweisbare Abweichung, bei 
III, IV und V dagegen stets und immer wieder einen Gehalt an 
d-GS fanden, der fiir jeden dieser 3 Tumortypen verschieden war. 
Dabei lagen die Werte fiir III bei etwa 6—8°/,, fiir IV bei 10—13°/, 
und fiir V bei mehr als 25°/, d-Form von der isolierten Gesamt-GS. 
Wenn wirklich kein kausaler Zusammenhang bestiinde, hiatten 
wir im Laufe unserer nunmehr 4 Jahre wahrenden Untersuchungen 
unweigerlich bei normalen Geweben, Myomen sowie auch Jensen- 
Sarkomen gelegentlich auch sehr hohe Abweichungen, bei den 
hochmalignen Brown-Pearce-Tumoren dagegen manchmal reine 
oder fast reine ]-Form finden miissen. Derartige Schwankungen 
wurden in Wirklichkeit niemals beobachtet?°). 

Das negative Resultat der amerikanischen Forscher muBte 
natirlich irgendeine konkrete Ursache haben. Wir setzten uns 
weniger zum Ziel, diese aufzukliren, zumal eine genaue Nach- 
arbeitung die Verwendung des fiir uns nicht zuginglichen Stick- 
stoffisotops zur Voraussetzung hatte; unsere Aufgabe konnte nur 
darin bestehen, die bisherigen Erfahrungen iiber das Auftreten der 








10) In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von E. Abderhalden, Diese Z. 
275, 151 (1942) wird eine briefliche Mitteilung des einen von uns erwahnt, 
wonach bei uns die Ausbeuten an d-GS in einigen willkirlich herausgegriffenen 
Beispielen zwischen 0,85—3,64°/, des Proteingewichts schwankten. Durch 
diese kurze Wiedergabe kann der Eindruck entstehen, als hatten wir bei ein 
und demselben Tumortyp derartige Schwankungen gefunden; in Wirklichkeit 
handelt es sich jedoch um eine Liste von 6 verschiedenen Tumoren, und 
zwar entspricht der niedrigste Wert einem Jensen-Sarkom (8,5°/, d-Form 
der isolierten GS), der héchste einem Brown-Pearce-Tumor (30,5°/, d-Form 
der isolierten GS). 
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unnatiirlichen GS in Tumorhydrolysaten durch eine von den Aus- 
beuten bei der Isolierung unabhangige quantitative Methode zu 
kontrollieren. Dieses Ziel muBte sich unter Verwendung von 
Deuterium als Indicator ebenfalls erreichen lassen. Wir sahen 
daher den Ergebnissen der damals bereits in Angriff genommenen 
Analysen mit Spannung entgegen. 


Die Versuchsmethodik 


Deuterium-Bestimmungen 


Zur Bestimmung von Deuterium in organischen Verbindungen 
stehen bekanntlich verschiedene Methoden!!) zur Verfiigung. Fir 
unsere Aufgabe kamen nur empfindliche, auch fiir Serienanalysen 
gut brauchbare Verfahren in Betracht. Wahrend bei der Schwim- 
mermethode, auch in der Halbmikroausfiihrung von H. From- 
herz}?), R. Sonderhoff und H. Thomas, gewohnlich eine be- 
trichtliche Verdiinnung des Verbrennungswassers_ erforderlich 
gewesen wire — die natiirlich die Genauigkeit der Endergebnisse 
sehr beeintrachtigen wiirde — entsprach die von A. S. Keston}4), 
D. Rittenberg und R. Schoenheimer beschriebene Analysen- 
methodik weitgehend unseren Bediirfnissen. Der Deuteriumgehalt 
wird hierbei auf zwei unabhingigen Wegen bestimmt, naémlichg 
durch das interferometrische Verfahren und die Fallmethode. Bei 
dieser 1aBt man 1 Tropfen des sorgfaltig gereinigten Verbrennungs- 
wassers in einer mit o-Fluortoluol gefillten Roéhre fallen; diese 
befindet sich in einem auf 0,001° konstant gehaltenen Thermo- 
staten. Die Temperatur wird so gewahlt, daB 1 Tropfen gewohn- 
lichen Wassers fiir den 15cm langen Weg zwischen den Marken 
etwa 180 Sekunden benétigt; zum Vergleich sei erwaihnt, daB 
z. B. bei einer der Standardmischungen mit 1,59 Gew.-°/, D,O die 
Fallzeit ungefahr 40 Sekunden betrigt. Nachdem die Fallgeschwin- 
digkeit bei einigen Tropfen der Analysenprobe festgestellt ist, 
werden zwei passende Standardmischungen gepriift, deren Fall- 
zeiten gréBer bzw. kleiner sind. Der gesuchte D,O-Gehalt kann 
dann durch Interpolation berechnet werden. 

Bei der Konstruktion der einzelnen Apparaturen haben wir 
uns méglichst genau an die Beschreibung der amerikanischen 
Autoren gehalten; an Stelle der dort skizzierten Mikropipette ver- 


11) Vgl. hierzu Z. Elektrochem. 44, 3 (1938). 
12) Ber. chem. Ges. 70, 1219 (1937). 
13) J of Biol. Chem. 122, 227 (1937). 
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wenden wir eine analoge Vorrichtung, welche bei der Mikrotitration 
nach Linderstr@m-Lang") gebrauchlich ist. 

Fiir die interferometrischen Bestimmungen diente das trag- 
bare Fliissigkeitsinterferometer von Zeiss, das fiir den uns inter- 
essierenden MeBbereich nach der Vorschrift von L. H. Adams*®) 
mit unseren H,O-D,O-Standardmischungen geeicht wurde. 

Dadurch, daB nach dem Vorschlag der amerikanischen Autoren 
das spez. Gewicht und der Brechungsindex fur die Bestimmungen 
herangezogen werden, ist bei Ubereinstimmung der Versuchs- 
ergebnisse vollige Gewihr fiir die absolute Reinheit der unter- 
suchten Wasserproben gegeben. Die mdglicherweise im Ver- 
brennungswasser verbliebenen Verunreinigungen verursachen nam- 
lich eine starke Divergenz der Analysenwerte, indem sich die 
Fehler bei der Fallmethode und der interferometrischen Bestim- 
mung nicht nur gré8enmaBig, sondern auch nach der Richtung 
verschieden auswirken. Die Differenz darf 0,02 Atom-°/, nicht 
iiberschreiten. Wird nur eine der Methoden angewandt, so pflegen 
die amerikanischen Autoren die Bestimmung zur Kontrolle noch 
einmal mit der redestillierten Wasserprobe zu wiederholen. 

Fir die praktische Ausfiihrung der GS-Bestimmungen in 
Tumorhydrolysaten lagen bei der Fallmethode keine Material- 
schwierigkeiten vor, da diese schon mit 50 mg Wasser auszufiihren 
ist, und zwar gegebenenfalls nachtraglich mit der zur interfero- 
metrischen Bestimmung verwerideten Substanzmenge. Fiir das 
letztere Verfahren sind jedoch mindestens 400 mg Wasser ndtig; 
diese entsprechen etwa 800 mg GS-HCI, was fiir die Analyse der 
d,l-Form die Aufarbeitung verhaltnismaBig groBer Tumormengen 
(bzw. den Zusatz grofer Mengen deuterierter d,l-GS) bedingt. 
Wir haben in den letzten Versuchsreihen bei den wichtigsten 
Tumortypen und auch bei Normalgewebe derartige Doppelanalysen 
ausgefihrt. Natiirlich wird die Genauigkeit der interferometrischen 
Bestimmung durch eine maBige (z. B. 2- bis 3-fache) Verdiinnung?®) 
des Verbrennungswassers noch kaum beeintrachtigt. Auf diese 
Weise konnten auch mit 200—300 mg GS-HCl noch die beiden 
Bestimmungsmethoden zur Anwendung kommen. Vor allem in 
der ersten Periode der Untersuchung, als es sich noch darum 





14) Chemisch Weekblad 36, 7 (1939). 

15) J. Amer. Chem. Soc. 87, 1181 (1915). 

6) Zur Verdiinnung haben wir anfanglich bei kleineren Substanzmengen 
gewohnliches (nicht deuteriertes) GS-HCl mitverbrannt; spater wurde jedoch 
stets das Verbrennungswasser in der iiblichen Weise verdiinnt. 
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handelte, die richtigen praparativen Arbeitsbedingungen fiir den 
Analysengang aufzufinden, haben wir uns gewoéhnlich mit der 
Anwendung der Fallmethode begniigt. Zur Kontrolle wurde die 
Analyse dann entweder mit der redestillierten Wasserprobe noch 
einmal ausgefihrt oder zumeist die Gesamtanalyse einschlieBlich 
der Verbrennung wiederholt. Nachdem wir geniigend eingearbeitet 
waren, kam es nur selten vor, da8 eine Analyse wegen Divergenz 
der Werte bei der Duplobestimmung verworfen werden muBte. 

Schlieblich sei an dieser Stelle noch erwahnt, daB wir bei der 
Fallmethode im Extremfall auch noch mit 100 mg GS- HCl arbeiten 
konnten. Hierzu war nur eine kleine Anderung der letzten Vorlage 
des ,,destillation train“: nétig; indem der untere Teil der betref- 
fenden Rohre durch ein Schliffstiick abtrennbar gemacht wurde, 
konnte das Destillat ohne weiteres Umfiillen unmittelbar in die 
Mikropipette eingefiihrt werden. 


Darstellung der ,,deuterierten®“* Glutaminsauren 
(Unter Mitarbeit von A. J. Klein) 


Zunichst sei darauf hingewiesen, da8 die Bezeichnungen 
, deuterierte GS“ bzw. ,,Deuterio-GS“ fiir unsere Praparate nicht 
einwandfrei sind, da es sich stets um Gemische mit den D-freien 
Verbindungen handelt; wir verwenden jedoch im folgenden diese 
Ausdriicke zur Vermeidung stets wiederkehrender schleppender 
Umschreibungen. 

Zur Darstellung deuterierter Glutaminsiuren kommen ver- @ 
schiedene Wege in Betracht. Wir haben zunachst aus gewohnlicher “ 
GS durch eine mit Platin katalysierte Austauschreaktion!’) Pra- 
parate mit etwa 7 Atom-°/, D gewonnen, d. h. also, daB in diesem 
Falle unter 100 Wasserstoffatomen 7 Deuteriumatome vorhanden 
sind. Da trotz der langen Versuchsdauer keine merkliche Race- 
misierung eintritt, lassen sich auf diese Weise sehr bequem die mit 
Deuterium markierten, optisch aktiven Formen gewinnen. Der- 
artige Deuterio-glutaminsiuren haben jedoch den Nachteil, daB 
ein betrichtlicher Prozentsatz der an Kohlenstoff haftenden 
D-Atome semilabil!’) gebunden ist, also z. B. durch Kochen mit 
Salzsiure wieder gegen H-Atome ausgetauscht wird. Diese Pra- 
parate kénnen deshalb bei den Analysen erst nach der Hydrolyse 





17) Vgl. tiber Austauschreaktionen u. a. J. of Biol. Chem. 125, 6 (1938); 
127, 311 (1939). 
18) Zur Definition: J. of Biol. Chem. 125, 2 (1938). 
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zugesetzt werden. Falls die GS-Bestimmungen hierbei sehr hohe 
Werte ergiben, mifte man jedoch mit Recht befiirchten, daB 
diese durch sekundiren D-Verlust bei der Aufarbeitung verursacht 
werden. Obschon unsere Versuchsergebnisse durchaus nicht in 
diese Richtung weisen, haben wir uns frihzeitig bemiiht, die 
genannte Gefahr durch Darstellung von GS mit stabil gebun- 
denen D-Atomen auszuschalten. Da nach den Erfahrungen der 
Literatur der an der «-Stelle der Aminosiuren gebundene Wasser- 
stoff als stabil zu gelten hat, haben wir zunichst die Deuterierung 
des Oxims der a-Ketoglutarsaiure untersucht. Diese lieferte 
d,l-GS mit 6 Atom-°/, Deuterium; letzteres war in der Tat stabil 
gebunden. Die in schwerem Eisessig mit Pt und D, ausgefihrte 
Reduktion verlief jedoch auferordentlich langsam. Wahrend wir 
mit der weiteren Ausarbeitung dieser Darstellungsmethode be- 
schaftigt waren, kamen zwei Notizen!®) aus dem Schoenheimer- 
schen Laboratorium zu unserer Kenntnis, wonach durch kata- 
lytische Hydrierung von a-Ketoglutarsiure mit Deuteriumgas in 
Gegenwart von Ammoniak — also nach der Knoopschen Reak- 
tion — d,l-GS mit stabil gebundenen D-Atomen dargestellt 
werden kann. Da diese kurzen Mitteilungen keine naheren experi- 
mentellen Angaben enthalten, war eine genaue Nacharbeitung nicht 
moglich. Wir erhielten bei der in gewéhnlichem Wasser mit 
Deuteriumgas und Palladium ausgefiihrten Reduktion d,l-GS mit 
10,5 Atom-°/, D; die amerikanischen Autoren erzielten unter ihren 
Bedingungen einen Deuteriumgehalt von 15,4 Atom-%,. Bei 
unseren Versuchen erreichten wir erst nach Zusatz von D,O zum 
Reaktionsgemisch einen gleich hohen D-Gehalt. Ein weiterer 
Unterschied ergab sich beim Kochen der Priparate mit konzen- 
trierter Salzsaure; hierbei fanden die amerikanischen Autoren auch 
nach 5tigiger Versuchsdauer keinen Deuteriumverlust, waihrend 
bei uns der Deuteriumgehalt in den ersten 12 Stunden z. B. von 
12,3 auf 11,6 Atom-°/, sank, bei weiterem Erhitzen aber konstant 
bheb. Offenbar hat bei unseren Versuchsbedingungen auch die 
y-Stelle — die nach den Erfahrungen der amerikanischen Forscher 
fir eine semilabile Bindung allein in Frage kommt — durch Aus- 
tausch etwas Deuterium aufgenommen. Vermutlich sind diese 
kieinen Unterschiede durch eine etwas abweichende Beschaffenheit 
der Katalysatoren zu erkliren. Fiir die praktische Verwendung zu 


1%) S. Ratner, D. Rittenberg, R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 


135, 358 (1940). D. Rittenberg, S. Ratner u. H.D. Hobermcen, J. Amer. 
Chem. Soc. 62, 2249 (1940). 
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den G§S-Bestimmungen ist es zweckmiBig, die semilabil gebun- 
denen D-Atome durch Kochen mit Salzsiure gegen H-Atome aus- 
zutauschen, so daB eine wirklich stabile Deuterio-glutaminsaure 
als Merksubstanz dient. 

Aus Griinden, die in einem anderen Abschnitt dargelegt 
werden, sind wir schhieSlich dazu iibergegangen, an Stelle der 
d,l-Verbindung die mit Deuterium markierten Antipoden zu ver- 
wenden. Diese kénnen auf sehr bequeme Weise erhalten werden, 
indem man das Hydrochlorid der schweren d,l-GS mit der gleicher. 
Gewichtsmenge des Hydrochlorids der ,,leichten‘‘ l- oder d-Form 
mischt und aus der berechneten Menge verdiinnter Salzsiure 
umkrystallisiert ; so scheidet sich dann der iiberschiissige Antipode 
ab, dessen Deuteriumgehalt natirlich nur halb so groB ist als 
jener der Ausgangsverbindung?%). 


a) Austauschreaktion. 1g PtO,-H,O wurde in 8ccm 
D,O74) mit Deuteriumgas?*) reduziert, der Katalysator mit der 
iiberstehenden Fliissigkeit in eine Einschlu8rohre gebracht, 6g 
l- (bzw. d-) GS mit 6ccm konzentrierter Salzsiure zugefiigt und 
zugeschmolzen; hierauf wurde die Rohre 9 Tage bei 95° geschiittelt. 
Zur Aufarbeitung haben wir die hellgelbe J -6sung nach Abfiltrieren 
des Platins im Vakuum eingedampft und zur Entfernung des labil 
gebundenen Deuteriums dann noch 3mal unter jeweiligem Zufiigen 
von 30 cem Wasser abgedampft. Der Riickstand wurde in 50 ccm 
Wasser aufgenommen und die Lésung mit konzentriertem Am- 


moniak auf Kongo neutralisiert. Die abgeschiedene freie GS 


haben wir in 60 ccm heifSem Wasser gelést, mit dem gleichen 
Volumen warmem Alkohol versetzt und iiber Nacht im Hisschrank 
aufbewahrt. Ausbeute 5g |- (bzw. d-) GS; spez. Drehung [a]p = 
+ 31,8° bzw. — 81,7° (5°/,ige Losung in 9° jiger Salzsdure). 
Deuteriumgehalt der |-Form 7,4 +0,1, der d-Form 7,5 + 
0,1 Atom-°/. 

Zur Priifung der Stabilitat der CD-Bindungen wurden 200 mg 
der 1(+)-GS in 5 ccm konzentrierter Salzsiure gelést und 


‘ 


20) Vgl. hierzu das ,,Auswaschverfahren von R.Schoenheimer u. 
D. Rittenberg, J. of Biol. Chem. 118, 505 (1936); 120, 155 (1937), sowie 
130, 714 (1939). 

21) Fiir unsere Untersuchungen diente D,O (d*° = 1,10505) von der 
Norsk Hydro-Elektrisk Kvaelstofaktieselskab, das uns vom Werk Elberfeld 
der 1. G. Farbenindustrie A.-G. dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt 
wurde. 

22) Durch Elektrolyse gewonnen. 
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12 Stunden zum gelinden Sieden erhitzt. Nach Abdampfen im 
Vakuum und Umkrystallisieren des Hydrochlorids aus 20°/jiger 
Salzsiure war der Deuteriumgehalt (bezogen auf die freie GS) auf 
8,9 Atom-°/, gesunken. 


b) Darstellung nach der Knoopschen Reaktion’’). 
10,22 ¢ a-Ketoglutarsiure (Schmelzp. 108—109° unkorr.) wurden 
mit 2,45 g Palladiumoxyd, 122,5 com H,O und 32,9 ccm 25°/,igem 
Ammoniak 12 Stunden unter D, geschiittelt; die Deutertumauf- 
nahme betrug etwa 1800 ccm. Nach Entfernung des Katalysators 
wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen und die etwas tribe Losung (25ccm) mit 37°/jiger 
Salzsiure gegen Kongo neutralisiert. Die ausgefallte GS war auch 
nach Umkrystallisieren aus Wasser oder verdiinntem Alkohol noch 
nicht einheitlich; erst nach der Reinigung iiber das Hydrochlorid 
(7 g) lieferte die EKlementaranalyse stimmende Werte. Der Deu- 
teriumgehalt betrug, auf die freie Saure berechnet, 10,47 Atom-°/). 

Um den Einflu8 eines Zusatzes von D,O zu priifen, haben wir 
folgenden Parallelversuch ausgefiihrt : 

a) 1,46g a-Ketoglutarsiure wurden in 17,5ccm H,O und 
4,7 ccm 25°/,igem Ammoniak mit 0,35 g Palladiumoxyd 6 Stunden 
geschittelt; die D,-Aufnahme betrug 200 ccm. 

b) 1,46g a«-Ketoglutarsiure wurden in 13,1ccm H,O und 
4ccm D,O im tbrigen wie oben reduziert. In 6 Stunden wurden 
ebenfalls 200 cem D, aufgenommen. 

Der Deuteriumgehalt der freien GS war bei a) 12,3 + 0,1, bei 
b) 15,7 + 0,1 Atom-°/,. Wie die amerikanischen Autoren hervor- 
heben, verlauft die Reduktion rascher als der Austausch der Wasser- 
stoffatome zwischen der gasférmigen und der fliissigen Phase; in 
die Vorginge an der Katalysatoroberfliche hat man jedoch noch 
keinen naheren Einblick. Fir die praktische Darstellung der 
d,l-Deuterio-GS haben wir auf den Zusatz von D,O verzichtet. 

Zur oben bereits erwahnten Darstellung der optisch 
aktiven Deuterio-glutaminséiuren sei im folgenden ein 
praktisches Beispiel angefiihrt. Das als Ausgangsmaterial ver- 
wendete synthetische d,l-GS-HCl enthielt nach 8maligem Um- 
krystallisieren 6,4 Atom-°/,D. Zu 14,216g dieses Praparats 
wurden 5g 1-GS- HCI gefiigt und aus 560 cem 20°/,iger Salzsiure 
umkrystallisiert. Das erhaltene Krystallisat (8,050 g) haben wir 
dann aus 150 ccm 20°/jiger Salzsiure umkrystallisiert (5,628 g) ; 





33) Vgl. hierzu auch F. Knoop u. H. Oesterlin, Diese Z. 148, 294 (1925). 
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nach nochmaligem Umkrystallisieren verblieben 4,965 g mit 
; +1,57-1 . . : 

[a]p = as + 31,5° und eimem Deuteriumgehalt von 
47 Atom-°/». 

Die gesammelten Mutterlaugen wurden mit 5g d-GS-HCl 
versetzt und auf 500 ccm eingeengt. Die abgeschiedene GS (7,80 g) 
haben wir aus 120 ccm 20°/,iger Salzsdure umkrystallisiert (5,89 g), 
woraus nach neuerlichem Umkrystallisieren 4,925 g verblieben, 


a —1,56+1 de 
mit [«]> = —5q- = 31,4° und einem Deuteriumgehalt von 


4,95 Atom-°/. 

Zur Prifung der Stahilitat der CD-Bindungen wurden 
200 mg d,I-GS- HCl (10,0 Atom-°/,) mit 3 ccm konzentrierter Salz- 
siure 20 Stunden gekocht; danach wurde eingeengt und etwa 
50 mg Krystallisat abfiltriert. Dieses enthielt 9,2 Atom-°/, D. Den 
aus der Mutterlauge erhaltenen Riickstand haben wir weitere 
40 Stunden mit 2ccm konzentrierter Salzsdure gekocht; danach 
wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand umkrystalli- 
siert. Der Deuteriumgehalt betrug dann 9,1 Atom-®/). 

Kin analoger Versuch wurde bei den optisch aktiven Pri- 
paraten ausgefiihrt. Hierbei fanden wir rach 20stiindigem Kochen 
mit konzentrierter Salzsiure bei der l-Form ein Absinken des 
D-Gehalts von 4,7 auf 4,4 Atom-°/,, bei der d-Form von 4,95 auf 
4,7 Atom-°/). 


Isolierung der GS aus den Proteinhydrolysaten 


Die Beschreibung unserer Arbeitsweise zur Isolierung der GS 
aus Proteinhydrolysaten haben wir nach der ersten Veréffentlichung 
noch durch die Ausfiihrungen in den weiteren Mitteilungen™) 
erginzt. Trotzdem wir unseres Erachtens alles wesentliche hierzu 
hervorhoben, st6d8t die Nacharbeitung in anderen Laboratorien 
offensichtlich nach wie vor auf Schwierigkeiten. Wir haben einigen 
Fachgenossen vorgeschlagen, die Arbeitsweise in unserem Institut 
zu studieren, doch konnte dies durch die Zeitverhaltnisse bisher 
in keinem Fall verwirklicht werden, so daB wir uns auf briefliche 
Hinweise beschrinken muBten. Wenn uns nicht zahlreiche Gegen- 
publikationen eines anderen belehrt hatten, wiirden wir auch 
heute noch nicht erwarten, dab die Nacharbeitung soviel Schwierig- 
keiten bereiten kénnte; in unserem Laboratorium gehort die Iso- 
lierung von d,l-GS aus Tumorhydrolysaten nunmehr seit wber 





24) Vol. besonders Diese Z. 261, 141 (1939) und 264, 198 (1940). 
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8 Jahren zu den alltaglichen Aufgaben; sie ist auch von jiingeren 
Experimentatoren ohne ernstliche Schwierigkeit ausgefiihrt worden, 
wobei sich diese allerdings auf unsere bisherigen Erfahrungen 
stiitzen konnten. Wir fassen diese im folgenden nochmals zu einer 
genauen Arbeitsvorschrift zusammen, wobei wir wegen der Beson- 
derheit des Falls auch Kinzelheiten anfiihren, deren Wiedergabe man 
sonst wegen ihrer Selbstverstindlichkeit als iberflissig betrachtet. 


Verarbeitung des Gewebematerials. In den Arbeiten 
anderer Autoren wird haufig angegeben, dafi das zerkleinerte 
Frischgewebe auf die eine oder andere Weise getrocknet wird und 
dann ohne weitere Extraktion zur Hydrolyse kommt. Wir haben 
zwar keine abweichenden Ergebnisse erhalten, wenn das gesamte 
Tumormaterial nach ,,Gefrier-Vakuum-Trocknung zur Hydrolyse 
kommt, halten aber im allgemeinen nach wie vor an unserer friiheren 
Arbeitsweise®) fest, wonach das von Normaigewebe und ailenfalls 
vorhandenen deutlich nekrotischen Teilen mdglichst befreite 
Tumormaterial in der Latapiemiihle zerkleinert und der erhaltene 
ee Brei mit der 5fachen Gewichtsmenge 0,9°/,iger Kochsalzlosung 
E und etwas Toluol durchgeschiittelt wird. Nach 24stiindigem Auf- 
bewahren im Kihischrank wird zentrifugiert und der unlésliche 
Geweberiickstand sorgfailtig 2mal mit Wasser, 2mal mit Alkohol 
und 1mal mit Ather ausgewaschen, worauf wir das Material im 
Vakuum uber P,O, trocknen. Die Salzlésung wird mit dem 4- 
bis 5fachen Volumen Alkohol gefallt und 24 Stunden im Kiihl- 
schrank aufbewahrt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und 
erst mit 75°/,igem, dann mit 96°/,igem Alkohol und schlieBlich 
mit Ather ausgewaschen, worauf wir wie oben trocknen. Das Aus- 
waschen hat durchwegs mit gréSter Sorgfalt zu geschehen, da 
eventuell in den Fallungen zuriickbleibendes Kochsalz bei der 
Isolierung von GS-HCl sehr st6Grend wirkt. Die Ausbeuten an GS 


werden auf das vereinigte Trockenmaterial (lésliche und unlds- 
liche Proteinfraktionen) bezogen. 
























5) Wie friiher schon betont wurde, ist es fiir die theoretischen Folge- 
rungen aus unseren Befunden sehr wesentlich, daB die in den Hydrolysaten 
nachgewiesene d-GS urspriinglich sicher im Eiwei8verband vorlag. Wir 
haben den Eindruck, da8 bei der von uns angewandten Extraktionsweise 
niedrig molekulare Stoffe sehr gut ausgewaschen werden kénnen. Vgl. hierzu 
die Beobachtung von K. Closs, Diese Z. 271, 221 (1941), wonach Tryptophan 
in Trichloressigsiurefiltraten auch mittels chemischer Methoden nicht nach- 


zuweisen ist, wahrend dies bei Verwendung von Alkohol als Fallungsmittel 
leicht gelingt. 
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Hydrolyse. Das Trockenmaterial wird mit der 3fachen 
Gewichtsmenge 37°/jiger Salzsiure im Olbad zum gelinden Sieden 
erhitzt. Aus Griinden, die in einem spiteren Abschnitt dargelegt 
werden, sind wir im Laufe der vorliegenden Untersuchung von 
der 7- zur 12- und schlieBlich zur 20stiindigen Hydrolyse iiber- 
gegangen. Bei letzterer erfolgt die Krystallisation des GS-HCl 
deutlich schwieriger bzw. langsamer. Wenn es sich nicht darum 
handelt, den absoluten Gehalt an l- und d-GS zu bestimmen, ist 
die kurzdauernde Hydrolyse auch weiterhin vorzuziehen. 

Aufarbeitung der Hydrolysate. Nach dem Abkihlen 
wird das Hydrolysat mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt 
und filtriert. Um die Salzsiure méglichst vollstandig zu entfernen, 
wird der Riickstand des Filtrats noch einige Male mit destilliertem 
Wasser versetzt und im Vakuum eingedampft. Den zuriickbleiben- 
den braunen Sirup lésen wir in der 10fachen Menge Wasser und 
schiitteln hierauf die Lésung zur Entfernung von Humusstoffen 
bei Zimmertemperatur mit einem Uberschu8 an gepulvertem 
Cuprooxyd. Letzteres wird im Laufe von etwa 10 Minuten all- 
mahlich zugefiigt, bis die Farbe der letzten Portion unverdndert 
bleibt. Die unléslichen Cu-Verbindungen werden abfiltriert, das 
Filtrat mit Salzséure angeséuert und zur Entfernung der Cu-Ionen 
etwa 3/, Stunden H,§S eingeleitet. Die nach neuerlichem Filtrieren 
erhaltene gelbliche Lésung kann durch Aufkochén mit Tierkohle 
entfirbt werden. Nunmehr wird im Vakuum zu einem viscosen 
Sirup eingedampft und dieser in ein Erlenmeyerkélbchen vom 
2- bis 8fachen Volumen iibergefiihrt. Bei der Nacharbeitung in 
anderen Laboratorien ist das GS-HCl wahrscheinlich haufig in 
einem viel zu verdiinnten Sirup ausgefallt worden, so daB die 
Lésung wohl fir I-, nicht aber fiir d-GS-HCl tbersattigt war. 
Fir die praktische Ausfiihrung diirften folgende Angaben zweck- 
dienlich sein. Bei der richtigen Konsistenz flieBt der Sirup so 
langsam, da& das Umfiillen in das Erlenmeyerkélbchen etwa 
2 Stunden beansprucht. Wenn man den Eindampfkolben vor dem 
Unmfiillen auf dem Wasserbade erwarmt, kann man die Hauptmenge 
des Sirups auch mit Hilfe einer Pipette transportieren. Fir das 
Nachspiilen diirfen bei den tiblichen Ansitzen héchstens 1—2 ccm 
Wasser verwendet werden. Nunmehr wird der Sirup bei 0° mit 
HCl-Gas gesittigt; zum Hinleiten von HCl dient ein unten ver- 
jingtes Rohrchen. Die HCI-Blischen steigen nur langsam zur 
Oberfliche; auch hieraus ]aBt sich ersehen, wie viscés der Sirup 
sein muB. In der Praxis kann man die richtige Konzentration 
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unschwer nach den erwahnten Merkmalen finden. Zur Sicherheit 
geben wir jedoch noch folgendes Zahlenbeispiel: Aus 8 g Protein- 
trockensubstanz wurden 7,1—7,3g Sirup (im Vakuum bei 50° 
getrocknet) erhalten und hierzu insgesamt 3 ccm Wasser gegeben. 
| Wir impfen hierauf mit ]- und d-GS-HCl und bewahren das 


4 ] 17 A ght > PR, SPO tee & a Se i a a0 
nem Kork verseniossene noipecnen im Kihischrank { ¢ } 


~ 


auf. In der Regel wird das abgeschiedene GS: HCl nach 4 Tagen 
abfiltriert, gelegentlich ist es nétig,.7 oder ausnahmsweise einmal 
14 Tage zu warten, bis sich eine normale Krystallisatmenge gebildet 
hat. Der in dem viscosen Sirup enthaltene Krystalibrei wird zweck- 
maBigerweise so abfiltriert, daB das Kélbchen umgekehrt iiber der 
Glasnutsche (G 3) aufgehangt wird, so da die zahe Masse allmahlich 
von selbst auf das Filter nachflieBen kann. Nach scharfem Ab- 
saugen wird mit wenig auf 0° abgekiihlter, konzentrierter Salzsaure 
gewaschen und das aus farblosen Krystallchen bestehende Hydro- 
chlorid im Vakuum iiber festem NaOH getrocknet. Die Filtration 
beansprucht natiirlich langere Zeit; recht haufig kommt es vor, 
da in dem auf dem Filter hegenden Krystallbrei Risse entstehen, 
wodurch weiteres Absaugen nutzlos wird. In diesem Fall verriihrt 
man den Brei mit einigen Tropfen kalter konzentrierter Salzsaure, 
so daB sich wieder eine homogene Schicht bildet. 

Zur Gewinnung des 2. Krystallisats mufi die Mutterlauge 
wieder zu einem zahfliissigen Sirup konzentriert und bei 0° neuer- 
dings mit HCl gesattigt werden. Nach neuerlichem Impfen und 
Aufbewahren im Kiuhlschrank kann nach 4 (allenfalls 7) Tagen 
eine 2. Fraktion des Hydrochlorids abfiltriert werden. In der 
Regel kann man sich mit diesen zwei Fraktionen begniigen; es 
kommt nur selten vor, daB sich diese bei der weiteren Untersuchung 
in qualitativer oder quantitativer Hinsicht als unzureichend erweisen 
und man eine 3. oder eventuell 4. Fraktion hinzunehmen muB. 

Fur das Umkrystallisieren werden die Rohkrystallisate ver- 
einigt und aus méglichst wenig 20°/,iger Salzsiure umkrystallisiert. 
ZweckmiBigerweise wird hierzu das rohe Hydrochlorid in einem 
Erlenmeyerkélbchen mit so wenig 20°/,iger Salzsiure zum gelinden 
Sieden erhitzt, daB die letzten Krystalle erst mit einigen Tropfen 
Salzsiure in Lésung gehen, die man aus einer Pipette zufiigt. Die 
auf diese Weise beim Siedepunkt gesiattigte Lésung wird nach dem 
Abkihlen mit I]- und d-GS-HCl-Krystiallchen geimpft und min- 
destens 24 Stunden im Kihlschrank aufbewahrt. Das erhaltene 
Krystallisat dient nach dem Trocknen zur Bestimmung der 
spezifischen Drehung; handelt es sich um das Hydrochlorid einer 
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partiell racemischen GS, so halten wir grundsitzlich daran fest, 


daB zur Kontrolle stets eine Gesamtanalyse?*) (C, H- und N-Be- 
stimmung) ausgefiihrt wird. Beziiglich der Ausbeute beim Um- 


krystallisieren sei wiederum betont, daB der Gewichtsverlust nur 
10 (bis héchstens 15°/,!) betragen darf. Als Gesamtausbeute 


‘onnen ohne Schwierigkeit 9°, des Proteintrockengewichts, 


K¢ 
havng f f 1a GS weatnht «sz, a Se ee i a: _ if 
pezogen aul freie God, erreicht werden. Naturlich kommt es bei 


} 


den Hydrolysatanalysen, in denen Deuterio-GS zur Gehalts- 
bestimmung zugefigt worden ist, nicht auf hohe Ausbeuten, 
sondern nur auf die Isolierung ausreichender Mengen an reinem 
l- und d,l-Hydrochlorid an. 


Berechnung und Fehlerquellen 
Der auf das Trockengewicht (a) des Proteinmaterials bezogene : 
Prozentgehalt an I-GS ist nach der Formel 


- (2 a 1) : -100 


zu berechnen, wobei C, den in Atomprozenten ausgedriickten 
Deuteriumgehalt?’) der aus dem Hydrolysat isolierten 1-GS_be- 
deutet, wahrend C, jenen der zugefiigten ]-Deuterio-GS (b Gramm) 
darstellt. Unabhangig davon, ob fiir die Bestimmung der d-Form 
d,l-Deuterio-GS oder ein deuterierter Antipode zugefiigt wurde, 
haben wir bei der Isolierung stets die schon. beschriebene Trennung 
von ]- und d,I-GS ausgefiihrt. Aus dem Deuteriumgehalt der 
d,l-Form ergibt sich nach der Beziehung 
Cai =4Ca+4G, 
ohne weiteres der gesuchte Wert C4. 
Beziiglich der Fehlerquellen, mit welchen bei den nach deny 
Prinzip der Isotopenverdiinnung ausgefiihrten Analysen — durch 
eventuelle Verunreinigungen der zugesetzten und der isolierten 
Verbindungen, sowie durch analytische Fehler bei der Isotopen- 
bestimmung — allgemein zu rechnen ist, sei auf die ausfiihrliche 
Diskussion von D. Rittenberg’) und G. L. Foster verwiesen. 
Unter giinstigen Umstanden ist hiernach nur ein Fehler von etwa 
1,5°/, zu erwarten; Voraussetzung sind dafiir neben der Reinheit 
26) Bei den Mikroanalysen der aus den Hydrolysaten isolierten GS- 
Praparate kann der Deuteriumgehalt vernachlassigt werden. Da es sich in 
der vorliegenden Arbeit um etwa 100 Analysen handelt, verzichten wir hier 
auf die Wiedergabe des Zahlenmaterials; letzteres ist in der Dissertation 
von G. J. van Veersen (Utrecht 1943) einzusehen. 
27) Die in der Arbeit angefiihrten Werte fiir den Deuteriumgehalt be- 
ziehen sich stets auf den UberschuB gegeniiber dem Normalwert von 0,02°/,. 
22 
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der analysierten Deuteriumverbindungen ginstig legende Werte 
von C, (5°/o oder groBer) und von C,/C (am besten = 10). 

Im speziellen Fall der Bestimmung von I- und d-GS miissen 
natiirlich verschiedene methodische Komplikationen in Betracht 
gezogen werden. An und fiir sich ware es nicht notwendig, stets 
eine 2 naue Trennung von |- und d,l-Form auszufiihren, da auch 
bei einer partiell racemischen GS durch Bestimmung der spezif. 
Drehung der Anteil beider Antipoden am Gesamtdeuteriumgehalt 
herechnet werden kann; selbstverstandlich bedeutet dies aber in 
praktischer Hinsicht eine additive Fehlerquelle. Im Laufe unserer 
Untersuchung hat es sich iiberhaupt als nachteilig erwiesen, daB 
bei Verwendung von d,l-Deuterio-GS als Merksubstanz der Gehalt 
an d-Form durch einen Differenzwert gefunden wird. Um die 
d-GS vdéllig unabhangig von der ]-Form bestimmen zu k6nnen, 
sind wir deshalb schlieBlich dazu wibergegangen, jeweils Parallel- 
versuche auszufiihren, bei denen die deuterierten Antipoden 
getrennt zur Anwendung kamen. 

Kine weitere Komplikation ergibt sich bei den GS-Bestim- 
mungen durch die wechselseitige Umsetzung von GS in Pyrrolidon- 
a-carbonsaure; hierdurch besteht die Méglichkeit, daB die leichten 
und die schweren Formen sich nicht vollstaéndig mischen. Die 
amerikanischen Autoren haben aus diesem Grunde das Hydrolysat 
nach Zusatz der markierten GS noch 8 Stunden gekocht ,,to insure 
equilibration of the added glutamic acid with pyrrolidone-carb- 
oxylic acid“. Im wbrigen haben die genannten Forscher bei einer 
Analyse von Fibrin die markierte GS auch vor der Hydrolyse 
zugefigt; dies hatte jedoch keinen EinfluB auf das Ergebnis, 
so daB sie auch bei den Tumorhydrolysaten die erstgenannte 
Arbeitsweise zur Anwendung brachten. Selbstverstandlich ist die 
quantitative Mischung der markierten GS mit der im Hydrolysat 
frei, als Derivat oder in irgendeiner gebundenen Form vorhan- 
denen G§ fiir die Richtigkeit der Ergebnisse von ausschlaggebender 
Bedeutung. Die Erfahrungen, welche wir in dieser Hinsicht ge- 
macht haben, werden im niachsten Abschnitt besprochen, des- 
gleichen auch die gegeniiber der oben diskutierten theoretischen 
Fehlergrenze in der Praxis bei unseren Bestimmungen erzielte 
Genauigkeit. 


Versuchsergebnisse 


Wie wir nicht anders erwartet hatten, konnte von der ersten 
Bestimmung an in Tumorhydrolysaten unzweideutig ein Gehalt 
2a 
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2 
an d-GS nachgewiesen werden und auch hinsichtlich seiner Hohe 
ergab sich keine iiberraschende Abweichung gegeniiber unseren 
bisherigen Befunden. Natiirlich haben wir zunichst wie bisher 
7 Stunden hydrolysiert und dann das Hydrolvysat nach Zusatz 
der de uterierten GS in der j ' ’ 


4 


n unserem Laboratorium bewihrten 
uufgearbeitet. Da wir | 


e1 der ersten Analysenreihe nur die 
' 1 7 } I ’ T 
rch die Austauschreaktion gewonnene Deuterio-GS zur Ver- 


fiugung hatten, mubte es vermieden werden, diese zwecks besserer 


Mischung bzw. Einstellung des Gleichgewichts mit Pyrrolidon- 
x-carbonséiure — in saurer Lésung zu kochen. Demgegeniiber 


atten wir aber den Vorteil, daS jeweils Parallelversuche mit 
setrenntem Zusatz von |l- und d-Form ausgefiihrt werden konnten. 
Die Ergebnisse der ersten Analysenreihe sind in Tab.1 zu- 


sammengestellt. In der letzten Spalte ist der jeweils gefundene 


,Racemgrad*™ angefiihrt; dieser Wert gibt an, wieviel Prozent 
der Gesamt-G5 als d,l-Form vorliegt. In unseren bisherigen Ver- 
Offentlchungen haben wir zur Charakterisierung der einzelnen 
Tumoren den ,,Prozentgehalt der isolierten Gesamt-GS an d-Form*‘‘ 
angegeben, theoretisch also den halb so groben Wert. Nachdem 
es sich in dieser Arbeit um die Bestimmung des absoluten Gehalts 
handelt, diirfte der Begriff Racemgrad praktischer sein, da er sich 
von selbst erklart und auch in biologischer Hinsicht ein besseres 
Bild von der GréBe der Abweichung gibt (vgl. die Ergebnisse 


woe 
oond 


unserer 5. Mitt.). 

Uberblickt man die Ergebnisse der Tab. 1, so ist festzustellen, 
daB der Racemgrad der untersuchten Tumoren mit den bisherg 
aus der Drehung gefolgerten Werten recht befriedigend wberein 
stimmt, insbesondere zeigt sich wie friiher bei den Brown- Pearce# 
Tumoren eine doppelt so groBe sterische Abweichung als bei den 
Benzpyren-Tumoren der Ratte. Auffalliig war dagegen, daB der 
in der vorletzten Spalte aufgenommene Gehalt an Gesamt-GS 
nicht héher gefunden wurde, obschon wir in der 6. Mitteilung bei 
Brown-Pearce-Tumoren durch die chemische Isolierung bereits 
12,99/, des Proteingewichts an GS nachweisen konnten. Dab 
unsere Arbeitsweise in quantitativer Hinsicht in der*Tat noch 
keine endgiiltige Lésung darstellte, geht aus den fiir normales 
Gewebe gefundenen l-Werten hervor, die sicher viel zu niedrig sind. 


g 

Inzwischen hatten wir die nach der Knoopschen Reaktion 
dargestellte Deuterio-GS zu unserer Verfiigung, welche — nach 
entsprechender Vorbehandlung beim Kochen mit Salzsiure 


keinen Deuteriumverlust erleidet. Wir konnten daher nunmehr 


orf 


: . ( 
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lie markierte Verbindung vor der Hydrolyse zusetzen. Wie 
Tab. 2 zeigt, war dies weder fur die ,,Ausbeute’’ an Gesamt-GS, 
noch fur den Racemgrad von EinfluB, allerdings ist bei Analyse 16 
erstere, bei 17 letzterer hoher als in den iibrigen Fallen: 


Analysen unter Zusatz von stabiler d,l-Deuterio-GS 
vor der 7 stiindigen Hydrolyse 























. | Zugefiigtes Wf 
28 Pete 5 Isoliertes GS-Gehalt in - 
> | d,j-Deuterio- — : 6 , oS 
Pe GS- HC] GS: HCl » des Proteins | 3s 
Nr. Gewebe ~ : mY 3 OD 
han At.-°/, At.-® . D | | faa 
my ! ‘ mY F e | é f 
7 ig D Cc, Cy d | total 0) 
5 10 
16.1 Brown-Pearce| 5 31,2 | 8,46 | 0,20 | 0,44 | 10,3) 4,6 | 14,91 61,8 
17 Jrown-Pearce] 5 68,7 | 8,46 | 0,6 1,05 7,1 3,9 | 11,0 | 71,0 
I8.| Brown-Pearce] 5 | 150 8.46 11,13 | 2,33 7,8 | 3,2 | 11,0 | 58,2 
19.| Brown-Pearce{—]250 | 8,46 11,97 3,49 8,2 | 3,6 | 11,8 | 61,0 


Die niedrige. |-Werte der untersuchten Hydrolysate von 
normalen Geweben konnten dadurch verursacht sein, daB diese 
iangsamer hydrolysiert werden. Natirlich ist erst nach Spaltung 
aller GS-Peptidbindungen der gesuchte Hoéchstwert zu erwarten 
und es mute deshalb in erster Linie der KinfluB langerer Hydro- 
lysezeiten gepruft werden. Bei den folgenden Versuchen haben 
wir die Gewebsproteine einer insgesamt 20stiindigen Hydrolyse 
unterworfen und zwar wurden je 10g der Proteine aus einem 
normalen Kalbsherzen 17 Stunden hydrolysiert, dann je 187 mg 
stabil deuteriertes GS-HCl (9,46 Atom-°/,) als Merksubstanz zu- 
gefiugt, gleichzeitig aber auch je 225mg gewohnliches d-G§, 
die durch die Analyse zuriickgefunden werden sollten. Hierauf 
wurde die salzsaure Losung noch 3 weitere Stunden gekocht, wie 
dies bei den Analysen von §. Graff’), G. L. Foster und D. Rit- 
tenberg zur Einstellung des Gleichgewichts mit Pyrrolidon-a- 
carbonséiure geschehen war. Die beiden in dieser Weise aus- 
gefiihrten Analysen hatten ein sehr iberrarchendes Er- 
gebnis: Wir fanden nunmehr zwar einen Gehalt von 14,0 
bzw. 14,79/, 1-GS, dagegen konnten wir von den jeweils 
zugesetzten 225 mg der gewodhnlichen d-GS§S durch die 
Isotopenverdiinnung nur mehr 60 bzw. 59 mg nachweisen! 
Unter diesen Umstinden war es begreiflich, daB eine in gleicher 
Weise — aber ohne Zusatz gewodhnlicher d-GS — ausgefihrte 
Analyse eines Brown-Pearce-Tumors ebenfalls ein betracht- 
19* 
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liches Defizit an d-Form aufwies. Wir fanden namlich hierbei neben 
10,5°/, 1-GS nur 1,3°/, d-GS, d. h. einen Racemgrad von 22°), 

Es liegt nahe, in dem bei diesen Versuchen festgestellten 
,Verschwinden“ von etwa 2/, der vorhandenen d-GS den Schliissel 
gur Erklarung der negativen Befunde der amerikanischen Autoren 
zu erblicken. Ob hierbei noch andere Faktoren hinzukommen, 
miBte durch weitere Versuche festgestellt werden, die nicht das 
primaire Ziel der vorliegenden Arbeit waren. Jedenfalls steht 
fest, daB ein Teil derim Hydrolysatgemisch vorhandenen 
d-GS unter den oben genannten Versuchsbedingungen 
in einer Form vorlag, die den Austausch mit der zuge- 
setzten schweren d-GS nicht oder nicht geniigend rasch 
ermoglichte. Es war nicht ausgeschlossen, daB es sich hierbei 
um a«’-Pyrrolidon-a-carbonsiure (Pyroglutaminsiure) handelt; 
letztere wird zwar nach H. Wilson*®’) und R. Keith Cannan 
in stark saurer Losung (2n-HCl und dariiber) rasch und praktisch 
vollstandig in GS umgewandelt; als die besten Bedingungen fiir 
die Hydrolyse des Anhydrids empfehlen die Autoren 1—2stiindiges 
Erhitzen dieser Lésungen auf 100°. Man darf jedoch nicht aufer 
acht lassen, daf die von den genannten Forschern ausgefiihrte 
exakte Untersuchung des Gieichgewichts sich auf reine Losungen 
bezieht und die Verhiltnisse im Hydrolysatgemisch méglicherweise 
doch noch etwas anders sind. Ks kommt hinzu, daB wir bereits 
durch die bei der Foremanschen Methode beobachtete Spaltung 
der d,l-GS auf den EHinfluB der asymmetrischen Begleitstoffe 
aufmerksam gemacht wurden. Zusammenfassend mu man 
schlieBen, da8 das von §. Graff’), D. Rittenberg und 
G.L. Foster angewandte 3stiindige Kochen zur ,,equilibration‘ 
der zugesetzten schweren GS noch keine sichere Gewahr fiir die 
wirklich vollstandige Mischung bietet. 

Wir haben in diesem Stadium der Arbeit eine Reihe von 
Modellversuchen unter Zusatz von (leichter) Pyrrolidoncarbonsaure 
ausgefiihrt. Um auch der Méglichkeit Rechnung zu tragen, daB 
d-GS (oder d-Pyrrolidoncarbonsiure!) selektiv an einen unbe- 
kannten asymmetrischen Begleitstoff ,,zebunden‘ sein kénnte und 
sich dadurch der vollsténdigen Mischung mit der Merksubstanz 
entzieht, wurden ferner Versuche folgender Art ausgefiihrt. In 
der Annahme, da8 die Dissoziation der Komponenten durch starke 
Verdiinnung begiinstigt wiirde, haben wir die deuterierte GS erst 





28) J. of biol. Chem. 119, 309 (1937). 
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zugefiigt, nachdem das Hydrolysat etwa auf das 70fache verdiinnt 
war und dann nach 3stiindigem Kochen aufgearbeitet. Alle diese 
Versuche brachten jedoch noch keinen entscheidenden Fortschritt | 
und sollen deshalb hier nicht naher beschrieben werden. 
‘hheBlich erreichten wir das Ziel mit einer einfachen Modi- 
bisherigen Arbeitsweise, und hierdurch konnte die 
im Hydrolysat von Normalgewebe (neben der Merksubstanz) 
zugefiigte d-GS in der Tat fast quantitativ zuriickgefunden werden. 
Ausschlaggebend ist der Zusatz der Merksubstanz vor 
der Hydrolyse; es ist einleuchtend, daB die Molekile 
der schweren GS auf diese Weise die gleichen Um- 


ereee sverresnecrompaeerenret sr eommssneyramge ce tr Ce 


setzungen und Bindungen eingehen miissen wie die im 
Laufe der Hyd roly ‘se aus dem Kiweibverband in Freiheit 
esetzten Baust Auch bei den Versuchen der Tab. 2 hatten 
wir die deuterierte Gs bereits vor der Hydrolyse zugesetzt; dies 
hatte hierbei jedoch keine anderen Ergebnisse zur Folge, da in 
dieser Serie nur 7 Stunden hydrolysiert wurde, was nach unseren 
nunmehrigen Erfahrungen besonders bei normalem Gewebe nicht 
zur vollstandigen Spaltung ausreicht. 

Auer dem Zusatz vor der Hydrolyse und deren 20stiindiger 
Dauer haben wir noch einen 3. Faktor beriicksichtigt. Dieser ist 
zwar nicht entscheidend, diirfte aber doch der Zuverlassigkeit der 
Analysen zustatten kommen. Wir haben nimlich (wie bei unserer 
|. Versuchsreihe) jeweils in Parallelversuchen die deuterierte 1- 
bzw. d-GS zugesetzt, welche nun aber aus der nach der Knoop- 
schen Reaktion dargestellten, stabil deuterierten d,l-Verbindung 4 
sewonnen waren. Durch diese unabhingigen Analysen kann sich 
ein eventueller Fehler bei der I-Bestimmung nicht auf den d-Weré& 
auswirken. Die Ergebnisse der nach der neuen Arbeitsweise aus- 
efihrten Analysen von normalen Geweben sind in Tab. 3 zu- 
sammengestellt. 

Wie man sicht, wurden von der zugesetzten Menge d-GS durch- 
schnittlich etwa 97°/, wieder zuruckgefunden; mit diesem kleinen 
Defizit hiingen natiirlich die zum Teil negativen Werte fiir den 
Racemgrad zusammeén. In Anbetracht der vielen Operationen 
unseres Analysengangs darf das Resultat als sehr befriedigend 
relten. Tab. 4 enthilt analog ausgefiihrte Analysen von tierischen 
Geschwiilsten. 

Tab. 5 enthalt die Analysen eimiger menschlicher Ge- 
schwiilste. Wir hatten friiher (8. Mitt.) aus gutartigen Myomen | 
vor allem Leucin mit einer geringen, aber deutlichen Depression 
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der Drehung isoliert, wihrend der Racemgrad der GS gerade an 
der Grenze der Nachweisbarkeit lag. Letzteres bestiatigt sich 
nunmehr auch bei den quantitativen Bestimmungen. Dagegen 


fanden wir bei den untersuchten bésartigen Geschwiilsten — wie 
erwartet — einen hohen Racemegrad der GS. 


Tabelle 5 
Analysen von menschlichen Geschwilsten unter Zusatz von stabil 
deuterierter I- und d-GS vor der 20stiindigen Hydrolyse 








A Zugefiigtes Isoliertes} (GS-Gehalt c 
a , schweres’ GS: HCl} GS: HCl in °/, des es. 

Nr. Gewebe a mg | At.-%/, D At.-°/, D Proteins 3 
gj l-|d-| 1 | d-|CG: | Cal 1 | d- |total] & 

, . a 0,92 — 

33a |Uterus-Myom . | 6 300 | 4,45 0.92 15,! 

33b 8 400 4,65 4,36 '0,3 | 15,6] 3,6 
0,98 7 

34a | Uterus-Myom 6 | 300 4,45 0.98 14,2 | | 

34b 8 400 4,65 4,43 0,2 | 14,4] 2,8 

35a |Lebermetastase | 8 | 270 5,00 0,84 | 13,4 | 

35b| (Adeno-Carc.) | 7 300 4,80 2,34 | $.6 | 17,0} 42,4 

36a |Lebermetastase | 8& | 270 5,00 | 0,93 11,8 | 

36b 7 300 4,80 2,44 3,3 15,1 | 43,7 

37a | Ovarial- 8 | 270 5,00 0,79 14,4 | 

37b carcinom. 7 300) 4,80 ye? 4.0 18,41438,5 

















Da wir fiir unsere Analysen verhaltnismaBig groBe Tumormengen be- 
notigen, haben wir in dem zur Verfiigung stehenden Zeitabschnitt nur die 
oben angefiihrten malignen Tumoren erhalten kénnen, die wir dem freund- 
lichen Entgegenkommen der Herren Dr. B. J. Mansens (St. Canisiuszieken- 
huis in Nijmegen), Prof. Dr. P. Nieuwenhuijse (Pathol. Inst. der R. U. Ut- 
recht) und Herrn Prof. Dr. K. de Snoo (Gynakol. Klinik der R. U. Utrecht) 
verdanken. Ferner danken wir Herrn Dr. med. A. de Minjer fiir die histo- 
logische Untersuchung und die Praparation des Materials. 

Klinischer Befund. 

Analyse 35. Lebermetastasen von einer 68jahrigen Frau; Adeno- 
carcinom mit ziemlich verbreiteten Nekrosen. Primares Gallenblasencarcinom. 

Analyse 36. Lebermetastasen von einer 47jahrigen Frau; einigermaBen 
papillomatés gebautes, sehr polymorphzelliges Carcinom. 

Analyse 37. Ovarialtumor mit bésartiger Epithelwucherung, die teils 
soliden, teils adenomatésen Bau zeigt. Im Epithel an einigen Stellen groBe, 
mit einer schleimartigen Masse gefiillte Hohlraume. 


Aus den Ergebnissen der Tab. 1 ging hervor, da8 die 7 stiindige 
Hydrolyse normaler Gewebe viel zu niedrige Glutaminsdurewerte 
22 
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lieferte; dieser Umstand hat uns gezwungen, zur 20stiindigen 
Hydrolyse iiberzugehen, da erst dann ein einwandfreier Vergleich 
der Geschwiilste und der normalen Gewebe méglich war. In diesem 
Zusammenhang erhebt sich nun die Frage, welchen EinfluB die 
Hydrolysedauer auf den Racemgrad.ausiibt. Es ist naimlich auf- 
fallend, daf wir friiher besonders bei den sehr malignen Tumoren 
im allgemeinen hodhere Werte fiir den Racemgrad fanden als bei 
der nunmehrigen Arbeitsweise. Da es sich um biologische Objekte 
handelt, ist jedoch ein exakter Vergleich nur méglich, wenn ein 
und dasselbe Praparat von Tumorproteinen verschieden lange 
hydrolysiert wird. Wir hatten von der menschlichen Lebermetastase 
(Analyse Nr. 35) fiir einen solchen Parallelversuch geniigend 
Material. Die in gleicher Weise untersuchten Brown-Pearce- 
Tumoren stammen von verschiedenen Kaninchen; wir haben sie 
einzeln praipariert und das vereinigte, gut gemischte Trocken- 
material der Hydrolyse unterworfen. Die Ergebnisse dieser Ana- 
lysen*) sind in Tab. 6 zusammengestellt : 


Tabelle 6 
Vergleich der 7- und der 20stiindigen Hydrolyse 





A. 7stiindige Hydrolyse 


























a Zugefiigtes Isoliertes| (GS-Gehalt + 
& |,,schweres GS-HCl]] GS-HCl in °/. deg a 
Nr. Gewebe m : ann GE — et g 
— mg At.-°/, D | At.-°/, D Proteins 2 
3 
yi j- | d- l- | d- | © Ca l- | d- total] 
g 
38a | Lebermetastase | 8 | 270 5,00 | 1,19 8.6 aah 
‘ ‘ ( : ‘ . 2,( e 
38b] (Adeno-Care.) 7 300 | 4,80 2,42 3,4 12,0 | 56,2 
39a] Brown-Pearce | 8 [325 5,00 | ey 10,9 
. ed ’ : | . 92 o - ’ S, 
39b ( 300 4,80 2.36 3.5 | 14 4 4 6 
40a] Brown-Pearce | 8 }325 5.00 | 1,19 10,4 971489 
r : . o« 3, $,o 
40b 7 300 | 4,80 2,46 3,0 13,7 
B. 20stiindige Hydrolyse 
35a | Lebermetastase | 8 | 270 5,00 | 0,84 | 13,4 | 170/424 
35b (Adeno-Care.) 7 300 | 4,80 |2,3 13.6 | , = 
41a| Brown-Pearce | 8 | 325 | 5,00 0,99 | 13,2, | 65 | 4 
41b 7 '300} 4,80 243] | 98| 76°] em 
42a] Brown-Pearce | 8 | 325 | 5,00; 10,96) {13,7 | 1741425 
42b 7 300 4,80 12,30 Bo ke 7 

















*) Tab. 6 nebst Kommentar wurden bei der Korrektur eingefiigt. 
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Diskussion 


Man hat vielfach angenommen, da8 die von uns in den Tumor- 
hydrolysaten gefundene d,l-Glutaminséure erst in vitro durch 
Racemisierung wahrend der Hydrolyse entstehe; wenn dies zu- 
treffen wiirde, miiBte man logischerweise erwarten, daB die Racemi- 


sierung bei der langeren Hydrolyse erheblich groBer sein werde. 
Die Ergebnisse der Tab. 6 zeigen jedoch eindeutig, da8 der Gehalt 
an d-Glutaminsaure bei der 7- und der 20stiindigen Hydrolyse prak- 
tisch gleich hoch gefunden wird, wihrend die |-Werte bei der 
langeren Hydrolyse nicht unbetrichtlich steigen; dementsprechend 
nimmt also der Racemgrad im letzteren Falle ab! 

Der auffallige Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit 
kann verschiedene Ursachen haben. Es erscheint mdglich, daB 
es sich bei den erst bei langerer Hydrolyse voéllig spaltbaren Pro- 
teinen um besondere Gewebsbestandteile (Bindegewebe ?) handelt; 
andererseits ist es aber auch denkbar, dai ,,KMpiproteme™ bzw. 
, .pipolypeptide’’ bei der Siurehydrolyse rascher angegriffen 
werden als die entsprechenden Verbindungen mit durchgehender 
1-Konfiguration. Mit anderen Worten kénnen sich hier struktur- 
und stereochemische Faktoren geltend machen bzw. iberlagern. 

,,Wenn man annehmen will, daB die fraghichen Glutaminsaure- 
reste im TumoreiweiB der l-Reihe angehoren, aber anders gebunden 
sind und dadurch leichtere Racemisierung auftritt, so ware man 
ebenfalls besonderen — aber nun aus |-Bausteinen gebildeten — 
Tumorproteinen auf der Spur‘‘. Diese Ausfiihrungen in unserer 
6. Mitt. gelten natiirlich auch jetzt noch, nachdem eine generelle 
Racemisierung der |-Glutaminséurebausteine nicht mehr zur Dis- 

cussion steht. Den endgiltigen Beweis dafiir, daf die d-Glut- 
aminsiurebausteine im TumoreiweiB praformiert sind, werden wir 
durch biologische Versuche mit Deuterium erbringen. 

Uberblickt man die Werte fiir den Totalgehalt in den Tab. 3 
bis 6B, so fallt in erster Linie auf, daB durch unsere Analysen 
in den Hydrolysaten von Gewebsproteinen erheblich mehr GS 
nachgewlesen werden konnte, als bisher durch irgendeine andere 
Untersuchung festgestellt wurde. Samuel Graff’), D. Ritten- 
berg und G. L. Foster fanden bei den 7 von ihnen mit »N als 
Indicator untersuchten Geweben durchschnittlich nur einen GS- 
Gehalt von 10,1°/, des Proteingewichts; hierbei ist allerdings auch 
zu beriicksichtigen, daB diese Autoren das Gewebematerial ins- 
gesamt 15 Stunden mit Salzsiure kochten, wihrend wir nunmebr 
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zur 20stiindigen Hydrolyse wbergegangen sind. Die Ausbeuten, 
welche A. C. Chibnall?’), M. W. Rees, E. F. Williams und 
K. Boyland erzielten, betrugen im Mittel 10°, der Héchstwert 
(bei Ochsenherz) war 12,1°/,. Neuerdings berichtete E. Abder- 
halden?°), daB die GS-Ausbeute bei seinen Versuchen zwischen 


shy mM nd3l 


rend Th. Wieland?!) durch chromato- 


1d, Wa 
yhische Fraktiomerung von ‘T'umorhydrolysaten zu einer 
mittleren Ausbeute von 8,2°/, GS kam; in beiden Fallen wurde 
etwa 7 Stunden hydrolysiert. Soweit wir sehen, liegen nicht nur 
die von uns selbst in den friiheren Arbeiten dieser Reihe erzielten 
GS-Ausbeuten, sondern auch alle Angaben in Aalteren Verd6ffent- 
lichungen unter dem Durchschnittswert von rund 10°/, des 
Gewichtes der Gewebsproteine. Immerhin hatten wir aber in 
unserer 6. Mitteilung aus einem Brown-Pearce-Tumor bereits 
12,997, an analysenreiner Gesamt-GS isohert; bei den bisher zur 
Verfiugung stehenden Isolierungsmethoden wire es auffallig ge- 
n anderen Untersuchungen erzielte 
als 10°/, wirklich den Hochstwert 

darstellen sollte. Ks ist vielmehr sehr plausibel, daB bei der Iso- 


ene 
wesen, wenn dies oder die 1 


Ausbeute von etwas meh 


lerung der GS aus dem Gemisch aller iibrigen Aminoséuren und 
der vielen anderen Begleitstoffe stets noch ein betrachtlicher Rest- 
anteil in den Mutterlaugen verblieb. Wie unsere Analysen zeigen, 
betragt der wirkliche Gehalt mindestens 13°/, des Proteingewichts?2), 
in den meisten Fillen aber 15°/, und dariiber, wie sich das be- 
sonders auch aus dem Durchschnittswert des Rattenorganismus 
ergibt. 

Das Ziel der Arbeit war der Nachweis und die quantitativeg 
Bestimmung von d-GS in den Hydrolysaten von Tumorproteine 
und der Vergleich mit jenen von normalen Geweben. Wahrend vom 
zahlreichen anderen Autoren stets wieder jeder — oder zumindest 
jeder charakteristische — Unterschied im d-GS-Gehalt der Hydro- 


28) Biochemic J. 34, 285 (1940). 

30) Diese Z. 275, 151 (1942). Auf Grund des GS-Defizits bei Modell- 
versuchen wird angenommen, daB obiger Mittelwert 80°/, des wahren Ge- 
halts darstellt. 

31) Ber. chem. Ges. 75, LOO] (1942). 

82) Wie in einem friiheren Abschnitt erwahnt, beziehen wir die Aus- 
beuten auf das Gewicht der rohen Proteinfraktionen, wie sie durch Extraktion 
und Fallung bzw. durch Auswaschen von niedrig molekularen Gewebebestand- 
teilen erhalten werden. Andere Autoren berechnen den Eiwei8gehalt aus dem 
Gesamt-N-Geh. der Hydrolysate durch Multiplikation mit 6,25. Auch in 
diesem Fall diirfte die wirkliche Proteinmenge kleiner sein. 
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lysate in Abrede gestellt worden ist, werden unsere bisherigen 
Angaben durch die neuen Analysen auf iiberzeugende Weise be- 
kraftigt. Man sieht, daB normale Gewebe trotz der verscharften 
Versuchsbedingungen (20stiindige Hydrolyse) héchstens minimale 
Mengen d-GS§ liefern; bei weiterer Vervollkommnung??) der Arbeits- 
weise wird der friiher betonte Schwellenwert (entsprechend dem 
Racemgrad von 4°/,) sicherlich noch zu senken sein. Von ent- 
scheidender Wichtigkeit ist aber die Tatsache, da wir in den 
Hydrolysaten von Tumorproteinen nahezu den gleichen Gehalt 
an d-GS nachweisen konnten, wie mit der alteren, mehr qualita- 
tiven Methode. Wie friher ist der Racemgrad bei den verschiedenen 
Typen von Geschwiilsten keineswegs gleich, vielmehr kann man 
die einzelnen Stufen zwanglos dem Charakter des betreffenden 
Tumors zuordnen: 


I Gutartige Uterusmyome............. Racemgrad 3—4°/, 
II Flexner-Jobling-Carcinom (primar) és 17%, 
III Chemotumoren: Methylcholanthren .. ” 22°), 
a ‘i 27°%6 

IV Menschliche Metastasen ............. s 42—449/, 

V Brown-Pearce-Metastasen ......... " 40—48°/ 


Leider stand uns das Jensen-Sarkom der Ratte, welches 
wir friiher als Beispiel eines relativ gutartigen Impftumors mehr- 
fach untersucht hatten, jetzt nicht mehr zur Verfiigung. Bei einem 
anderen Impftumor der Ratte, dem Flexner-Jobling-Carcinom, 
wurde ein auBerordentlich bemerkenswerter Unterschied zwischen 
Primartumor und den durch operativen Eingriff hervorgerufenen 
Metastasen beobachtet ; diese Verhaltnisse werden in einer spaiteren 
Mitteilung von H. Erxleben und H. Herken im Zusammenhang 
mit unverOffentlichten alteren Befunden niaher besprochen. 

Nachdem wir in einem friiheren Abschnitt die theoretische 
Fehlergrenze diskutiert haben, ist es nicht iberfliissig, nunmehr 
die in der Praxis tatsaichlich erreichbare Genauigkeit der Be- 
stimmungen abzuschatzen. Bei nicht zu optimistischer Beurteilung 
der Fehlerméglichkeiten-des langen Weges kommen wir zu dem 
Ergebnis, daB der wirkliche Wert fiir den Gehalt der Proteine an 
1- oder d-GS' 0,5°/) hoher oder niedriger sein kénnte als gefunden 
wurde. Fur den Gehalt der Tumorproteine an Total-GS wird 


8) Bei einem Teil der Analysen von Tab.3 und 4 muBte aus zu- 
falligen auBeren Griinden verhaltnismaSig niedrig deuterierte GS verwendet 
werden, was sich auf die Fehlergrenzen natiirlich ungiinstig auswirkt. 
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der Spielraum noch etwas grofer, da sich hierbei im Extremfall 
die Fehler der zwei unabhingigen Bestimmungen addieren kénnten; 
dementsprechend hat man mit einem ‘Totalgehalt zwischen 
16—18°/, zu rechnen, wenn 17°/, gefunden wurde. 

Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der Tab. 3—5 
in der Figur graphisch dargestellt. Man sieht hierbei eindrucks- 
voll, wie weit disc hari vd teristischen Unterschiede zwischen Normal- 
gewebe und Geschwilsten jenseits des Niveaus von 10°/, 1-GS 
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liegen, das nach den uns entgegengehaltenen Befunden ungefahr 
den Grenzwert darstellen sollte. Weiterhin erkennt man, daB die 
d-GS zum Teil ,,auf Kosten‘‘ der l-Form auftritt, zum Teil aber 
additiv hinzukommt; derartige Einzelheiten werden sich jedoch 
naturgemaB erst bei einem viel gréBeren Versuchsmaterial richtig 
beurteilen lassen. 

Nachdem man nun iiber die in den Hydrolysaten vorhandenen 
GS-Mengen unterrichtet ist, wird man sich die Frage vorlegen, 
warum die Isolierung der d-Form so sehr von der angewandten 
Methode abhingig ist und wie es sich erklaren laBt, daB wir von 
Anfang an ein richtiges Bild der Verhiiltnisse erhalten haben. 
In der 6. Mitteilung wurde bereits darauf hingewiesen, da8 wir 
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die Racematspaltung bei der Foremanschen Methode auf eine 
selektive ,,Bindung’ der d-GS an einen asymmetrischen Begleit- 
stoff zuriickfiihren; auch die Erfahrungen der vorliegenden Arbeit 
sprechen im gleichen Sinne. Selbstverstindlich werden aber nicht 
willkiirliche Mengen d-GS gebunden werden; die Tatsache, daB 
einige Autoren d-GS wohl in Modellversuchen, nicht aber im 
-TamoreiweiB gefunden haben, kénnte in manchen Fallen hierauf 
beruhen. Wenn der Zusatz erst nach der Hydrolyse bzw. unmittel- 
bar vor der Aufarbeitung erfolgte, wird aber mdglicherweise auch 
der Zeitfaktor eine Rolle spielen, da dann bei der Ca-Fallung oder 
bei der Tswett-Adsorption die zugefiigte d-GS noch nicht ge- 
bunden zu sein braucht. Es mu8 der kiinftigen Forschung vor- 
behalten bleiben, diese Arbeitshypothesen weiter experimentell zu 
priifen und die Natur der fraglichen Verbindung(en) aufzuklaren. 
Bemerkenswert ist jedenfalls, da die Schwierigkeiten bei Me- 
thoden auftreten, in denen die Fraktionierung in schwach alka- 
lischem (Foreman) oder neutralem (Th. Wieland) Milieu erfolgt, 


wahrend wir bei unserer einfachen HCl-Fallung — die ja nach 
der vorangegangenen Sdurehydrolyse gewi8 absolut unbedenklich 


ist — die d-GS ohne weiteres fallen kénnen. 

In unserer 1. Mitteilung hatten wir die Erwartung aus- 
gesprochen, daB der Racemgrad der Aminoséuren bei ihrer quanti- 
tativen Erfassung noch groéfer werden kénnte. Wie man nunmehr 
sieht, ist dies fiir die GS nicht der Fall, schon die Drehungsmethode 
gab ein praktisch richtiges Bild vom Verhialtnis der beiden Anti- 
poden. Zur Erklarung dieser Tatsache mufi man von der bereits 
in unserer 2. Mitteilung durch A. J. Akkerman ausgefiihrten 
phasentheoretischen Untersuchung des ,,terniren‘’ Systems von 
l- und d-GS-HCl und 20°/,iger Salzsiure ausgehen. Bekanntlich 
hegt ein racemisches Gemisch (Konglomerat) vor, das doppelt so 
léslich ist wie die reinen Antipoden. Mit anderen Worten, letztere 
, kiimmern sich nicht umeinander“ und bei tibersittigten Lésungen, 
wie sie in unseren Hydrolysatsirupen vorliegen, kann sich die héhere 
Konzentration der |-Form vor allem darin duBern, daB ihre Kry- 
stallisation mit gréBerer Wahrscheinlichkeit zuerst einsetzt. 
Falls dann bei der Krystallisation fiir beide Antipoden ein End- 
zustand erreicht worden ist, diirften in der nun nicht mehr iiber- 
sittigten letzten Mutterlauge nur noch gleiche Mengen 1]- und 
d-Form vorhanden sein. Die vereinigten Krystallisate gaben dann 
jedoch ein fast richtiges Bild des Antipodenverhiltnisses. Der 
nicht isolierbare Anteil der im ganzen in kleinerer Konzentration 
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anwesenden d-Form ist zwar relativ gréBer als bei der 1-Form: 
wenn die Hauptmenge auskrystallisiert ist, spielt dies aber keine 
Rolle. Gegeniiber dem hier skizzierten Idealfall ist jedoch in der 


1 
4 6 


Praxis mit zwei nicht unwesentlichen Faktoren zu rechnen. Bei 


chlechten Ausbeuten, wie wir sie in unseren ersten Arbeiten zu- 


eist hatten, waren die Mutterlaugen fiir einen oder fiir beide 
Antipoden noch ubersattigt, der oben erwihnte Endzustand also 
nicht erreicht. Hierzu kommt, dab die asymmetrischen Begleitstoffe 
der Hydrolysatsirupe natiirlich auch die Krystallisationsgeschwin- 
digkeit des I- und des d-Hydrochlorids nicht in gleicher Weise zu 
beeinflussen brauchen. Unter Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse 
wird man die Ubereinstimmung der friiheren Ergebnisse mit den 
nunmehr vorliegenden quantitativen Werten als iiberraschend gut 
bezeichnen miissen. Die einzige Abweichung besteht eigentlich 





darin, dafi ein Racemgrad von uber 80°/,, den wir friiher bei sehr 
malignen Geschwutlsten mehrmals beobachtet haben, jetzt auch 
bei der 7stiindigen Hydrolyse nicht mehr gefunden wurde; die 
héchsten Werte hegen nun 10—30°/, niedriger. Es mu8 vorlanfig 
dahingestellt bleiben, ob es sich hier um biologische Schwankungen 
handelt (vgl. unsere 6. Mitteilung), oder ob die d-Form bei den 
betreffenden alteren Versuchen einen — wahrscheinlich zufalligen 
— Vorsprung bei der Krystallisation hatte. Diese letztere Méglich- 
keit scheint uns theoretisch nicht ausgeschlossen zu sein. 


SchluBbemerkungen 
Die in der vorliegenden Untersuchung ausgefiihrten Gewebs- 
analysen mit Deuterium als Indicator erforderten einen groBen Auf- , 
wand an Arbeit und Zeit. Da der Nachweis der d-GS in den Tumor-@ 
proteinen die Basis fiir eine Fiille anderer Arbeiten auf dem Krebs 
sebiet darstellt, haben wir keine Miihe gescheut, unsere Ergebnisse® 











stets wieder zu prifen und zu sichern. Manche Arbeiten, die uns 
entgegengehalten wurden, stiitzen sich nur auf die Analysen von 
etwa 6 Tumorhydrolysaten, in denen man zwar keme nennens- 
werten Mengen d-GS, aber ungefaihr 10°/, der gewohnlichen GS 
nachweisen konnte. Demgegeniiber verweisen wir auf unser viel 
umfangreicheres Versuchsmaterial, nach welchem in Tumorhydroly- 
saten sogar 12—15°/, 1-GS gefunden wurden, daneben aber so viel 
d-Form, da das Verhiltnis 1: d praktisch identisch ist mit jenem, 
das friher fiir die einzelnen Geschwulstarten angegeben worden 
ist. Kiinftig wire ein sich auf die Ausbeuten stiitzender Kinwand 
erst. stichhaltig, wenn z. B. in den Hydrolysaten des Brown- 
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Pearce-Tumors 16—18°/, des Proteingewichts an 1-GS nach- 
gewiesen werden kénnte! 

Der von uns erbrachte Nachweis, daB d-GS als Baustein von 
Tumorproteinen auftritt, beruht nunmehr auf der Anwendung 
foleender Methoden: 

1. Drehungsbestimmung des nach unserer gewohnlichen 
Arbeitsweise isolierten und durch C-H-N-Analysen kontrollierten 
Hydrochlorids. Nach dieser Methode wurden bisher tiber 200 Pra- 
parate aus verschiedenen Geweben untersucht. 

2. Reindarstellung der d-GS durch Spaltung des partiell 
racemischen Hydrochlorids mit Hilfe von Hefe oder durch mecha- 
nische Auslese. (2. Mitteilung). 

3. Verfiitterung von Tumorproteinen und {solierung 
der GS aus in Harn und Faeces ausgeschiedenen Peptiden; aus 
letzteren wurde GS gewonnen mit einem UberschuB an der nicht 
natiirlichen Form. -(5. Mitteilung). 

4. Isolierung einer GS mit Uberschu8 an d(—)-Form aus 
den Mutterlaugen der Foreman-Fallung. (6. Mitteilung). 

5. Nachweis mit Hilfe vond-Aminosiure-oxydase (Roh- 
enzym aus Hammelniere). (7. Mitteilung). 

6. Nachweis mit deuterierter d-GS. 

Zu Beginn unserer Arbeiten haben wir die unter Punkt 2 
genannten Spaltungen der aus Tumorproteinen isolierten GS 
durchgefiihrt, um den HKinwand entgegenzutreten, daB unsere 
Praparate aus 1-GS bestiinden, die durch irgendeinen entgegen- 
gesetzt drehenden Begleitstoff verunreinigt ware. Wenn es nocb 
notig war, stellen die Ergebnisse der Deuteriumanalyscn einen 
unabhingigen Beweis dafiir dar, da8 die Depres-ion der Drehungen 
wirklich durch die d-Form verursacht wird. 

An obige Liste von Nachweismethoden werden wir spiter auch 
noch biologische Versuche anfiigen kénnen, welche in unserem 
Institut mit Deuterium als Indicator ausgefiihrt worden sind und 
die ebenfalls eindeutig fiir die Richtigkeit unserer SchluBfolgcerungen 
sprechen. Hier sei jedoch noch betont, daB wir in den neueren 
Ergebnissen tiber das Vorkommen von d-Peptidasen im normaler 
Organismus in keiner Weise einen ernsthaften Einwand gegen 
unsere Anschauungen erblicken. Diese Versuche haben mit dem 
Hauptproblem » sl und so wenig zu tun als (z. B.) d-Leucyl- 
glycyl-glycin mit aer w.esamtheit der Tumorproteine. Wir haben 
die ausschlaggebenden — nech unserer Auffassung tiberdies wahr- 
scheinlich strukturgebundenen -~ Enzyme stets mit dem Sammel- 
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begriff ,,d-Proteinasen und d-Peptidasen‘ bezeichnet. Die seit 
unserer 1. Mitteilung hinzugekommenen Erkenntnisse iiber die 
Spaltbarkeit von d-Peptiden — die gewohnlich keine d-GS-Bau- 
steine enthielten und auch sonst nur eine sehr einfache Konsti- 
tution zeigten — besagen unseres Erachtens nur, da die strenge 
sterische Selektivitit erst bei komplizierteren Substratmolekiilen 
zu finden sein wird. Da man allgemein geneigt ist, die gleichen 
Knzyme auch fiir die Synthese verantwortlich zu machen, wire 
es ohne eine derartige Spezifitat véllig unverstandlich, wie der 
Aufbau der gewohnlichen 1]-Proteine zustande kommt, wenn auch 
im normalen Organismus alle Voraussetzungen fiir die gleich- 
zeitige Bildung von d-Proteinen gegeben waren. Was den Abbau 
partiell racemischer Proteine betrifft, verweisen wir auf die unter 
Punkt 8 angefiihrten Ergebnisse unserer 5. Mitteilung, fiir die uns 
ubrigens bisher kein ernst zu nehmender ,,Gegenbeweis zur 
Kenntnis kam. 

Fir die Erforschung des Gebietes sollte es keine Rolle gespielt 
haben, ob man von der Richtigkeit oder der Unrichtigkeit der 
neuen Geschwulsttheorie iiberzeugt war, da ja von beiden Seiten 
die Wahrheit gesucht wird. In Wirklichkeit brachte es jedoch die 
ablehnende Einstellung mit sich, daB eine Reihe von Forschern die 
Eixperimente nach einigen MiBerfolgen aufgab und auBer acht 
lieB, daB es fiir negative Ergebnisse ganz allgemein mehr Erkla- 
rungsmoglichkeiten gibt als fiir positive Befunde. 

Wie sich die weitere Entwicklung auch gestaltet, wir hoffen 
jedenfalls, daB nun die Zeit nicht mehr ferne ist, in der negative 
Ergebnisse einer neuen Methode zur Bestimmung von GS nicht, 
ohne weiteres als Kriterium fiir die Unrichtigkeit unserer Befunde 
herangezogen werden, sondern in der umgekehrt die Leistungs 
fihigkeit der Methode danach beurteilt wird, ob es mit ihrer Hilf 
gelingt, auch dic d-GS in Tumorhydrolysaten nachzuweisen. 


Fir die Unterstiitzung, welche unsere Arbeiten durch das 
Work W.-Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.G. zuteil wurde, 
sprechen wir insbesondere Herrn Prof. Dr. Hoérlein unseren 
verbindlichsten Dank aus. 
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Die Isolierung des Urothions 


Y¥. Koschara 


{Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tibingen 
und den wiss. Laboratorien der I.-G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7, Januar 1943) 


Bei der Gewinnung des gelben Pterins aus Menschenharn erhalt 
man ein Rohprodukt mit einer auffalligen Farbreaktion. Se 
Loésung in etwa 80°/,iger Schwefelsiure farbt sich beim EKrwairmen 
kirschrot; Verdinmnung mit Wasser lat die Farbe verschwinden. 
Die Reaktion kommt dem Pterin nicht zu. Sie ist einem neuen 
Farbstoff eigen, der mit ihrer Hilfe rein gewonnen wurde, dem 
Urothion!). Die Namengebung leitet sich von dem hohen Schwefel- 
gehalt von etwa 20°/, ab. Spater fand sich ein noch empfindlicherer 
und spezifischerer Nachweis. Die schwefelsaure Farbstofflisung, 
die im Ultraviolett nicht leuchtet, fluoresciert stark griin, wenn 
man sie mit Permanganat oxydiert. Uberschiissiges Permanganat, 
das jede Fluorescenz erstickt, mu mit Wasserstoffperoxyd entfernt 
werden. Die oxydative Fluorescenzreaktion ist noch bei Ver- 
dinhungen von 1:10? deutlch und wird durch Begleiter nur 
wenig gestort. 


Adsorptionsverhalten 


Urothion wird von Kohle aus wifriger Lésung bei jedem pu, 
von Bleicherde aus neutralem und saurem Milieu stark adsorbiert. 
Talkum adsorbiert aus verdiinnter Schwefelsiure + Methylalkohol 
mifig, aber selektiv. Elution von Kohle gelingt mit Aceton- 
Wasser-Ammoniakgemisch, von Bleicherde mit alkalischem Milieu, 
selektiv mit Boratpuffer von px 9,2. Von Bleicherde laBt sich der 
Farbstoff ferner durch 50°/,iges Aceton ablésen. 

Mit diesen Angaben ist der Isolierungsgang in den Grundziigen 
gekennzeichnet. Er macht ferner von der Fallbarkeit des Urothions 
durch saure Quecksilbersulfatlésung Gebrauch. 


‘) Kurze Mitteilung: Diese Z. 268, 78 (1949). 
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Arbeitsvorschrift 


I. Stufe, Kohleadsorption. 1000 Liter Harn werden mit 
2 kg ,,Carboraffin C eisenarm‘‘ 10 Minuten lang verriihrt. Man JaBt 
1 Stunde stehen, hebert etwa 90°/, der Flissigkeit annihernd klar 
ab und versetzt den Kohlenschlamm mit 2,5 Liter 50°/,iger Natron- 
lauge. Man verriihrt 10 Minuten und saugt auf 60-cm-Nutsche bei 
schwachem Vakuum ab, so daB ein gleichmaéBiger Filterkuchen ent- 
steht. Nachwaschen mit 10 Liter Wasser. Filtrat und Wasch- 
wasser verwerfen. (Sie enthalten Harnsiure und Xanthopterin.) 
Kohle auf der Nutsche mit 15 Liter Aceton—Ammoniakmischung 
(5 Teile Aceton, 4 Teile Wasser, 1 Teil 2n-Ammoniak) eluieren. 
Der urothionhaltige Durchlauf, der 8—9 Liter betrigt, hebt sich 
mit seiner schwarzbraunen Farbe gut von dem nur hellbraunen 
Vorlauf ab. Eluat im Vakuum einengen auf etwa 2 Liter. Das 
Konzentrat mit 2 n-Schwefelsiure zunichst bis pa 7 neutralisieren 
(etwa 180 ccm). Dann Schwefelsaéure hinzufiigen, bis gerade eine 
geringe Fallung entsteht (etwa 40 ccm). Die Lésung reagiert dann 
immer noch neutral. 





II. Stufe, 1. Bleicherdechromatogramm. Neutralisiertes 
Konzentrat aufgieBen auf 400g Bleicherde XXF, die in einer 
30 cm-Nutsche trocken festgestampft sind. Man lat durchsickern, 
bis die ersten Tropfen Filtrat erscheinen und saugt dann mit 
schwachem VYakuum. Nachwaschen mit 2 Liter Wasser. Zur Ent- 
wicklung des Chromatogramms dient 50°/,iges Aceton, das zu- 
nachst in kleinen Anteilen auf die Nutsche gegeben wird. Man | 
fingt das Filtrat in 200 ccm-Portionen auf und vereinigt die farb- g 
stoffhaltigen Fraktionen. Das Farbstoffeluat betragt etwa 1 Liter 
Ks wird im Vakuum auf etwa 300 ccm eingeengt. 4 

Ill. Stufe, 2. Bleicherdechromatogramm. 380 cm-Nut- ~ 
sche mit 850g Bleicherde XXF trocken fiillen, mit 0,15 m-Phos- 
phatpuffer px 7,6 durchfeuchten. Beschicken mit dem Konzentrat 
der II. Stufe, das zuvor mit einer konzentrierten wiBrigen Lésung 
von 18 gsek. Natriumphosphat (12H,O) versetzt und mit 
0,15 m-Phosphatpuffer p,,7,6 auf 1 Liter aufgefiillt wurde. Das 
Chromatogramm wird mit 1 Liter Phosphatpuffer nachgewaschen 
und mit 0,15 m-Boratpuffer px 9,2 entwickelt. Der Farbstoff findet 
sich in etwa 1 Liter Eluat. Einengen auf 500ccm, mit 100 ccm 
2 n-Schwefelsiure anséuern, von roten Flocken abfiltrieren. 

IV. Stufe, Quecksilbersulfatfallung, Filtrat mit 20 ccm 
10°/,iger Quecksilbersulfatlésung (in 2 n-Schwefelsiure) versetzen 


20* 












286 W. Koschara, 


und Fallung nach 1 Stunde zentrifugieren, mit 2 x 50 ccm Wasser 
waschen. Niederschlag in 250 ccm n/10-Schwefelséure suspen- 
dieren und mit Schwefelwasserstoff zerlegen. Filtrieren, Queck- 
silbersulfid mit 100ccm n/10-Schwefelsiure heiB nachwaschen, 
ur Entfernung von Schwefelwasserstoff etwa 10 Minuten im 
kuum destillieren, mit Soda alkalisieren und im Vakuum auf 
00 cem eindampfen. 

V.Stufe, Reindarstellung. Die sodaalkalische Losung 
wird auf 60° erwarmt, filtriert und bei 60—80° mit Kisessig schwach 
angesduert (7—10 ccm). Beim langsamen Erkalten erscheinen die 
rotgelben Nadelbiischel oder die runden Warzen des Urothions: 
60—120 mg. Sie werden umkrystallisiert, indem man 100 mg in 
100 cem n/2-Soda bei 50° lost, filtriert, das Filtrat mit 800 ccm 
Wasser versetzt, auf 70° erwarmt, mit 10 ccm Eisessig anséuert 
und zur langsamen Krystallisation stehen laBt. 45—90 mg. 

In diesem Reinheitsgrad ist das Urothion untersucht worden. 
Zur Analyse wurde noch zweimal umkrystallisiert. 
























Higenschaften 


Urothion krystallisiert in rotgelben Nadelbiischeln!), die faserig- 
locker oder kompakt-warzig ausgebildet sein konnen. Daneben er- 
scheint es ab und zu in Form von runden glasklaren Knépfen. Der 
Farbstoff schmilzt nicht bis 360°. Er ist nicht sublimierbar. In 
organischen Solventien lost er sich nur wenig oder gar nicht, die 
Loslichkeit in Wasser betrigt etwa 1: 10000. WaBrige Alkalien 
und starke Saéuren lésen ihn, jene leichter als diese. Urothion 
liefert keine Murexidreaktion, weder mit Salpetersiure, noch mit 
Chlorat-Salzsaiure. Es enthalt Stickstoff und Schwefel, ist frei 
von Halogen und Phosphor. Beim Kochen mit Natronlauge wird 
kein Schwefelwasserstoff abgespalten. Millon-Probe und Jaffe- 
sche Kreatininprobe sind negativ. SH-Gruppen sind mit Nitro- 
prussidnatrium, auch bei Gegenwart von Kaliumcyanid, nicht 
nachzuweisen. Mit Tschugaeffs Reagens, d.i. Benzophenon- 
chlorid, einem Reagens auf Thioamide, liefert das Urothion keine 
Blaufirbung, die im Kontrollversuch mit Thiosinamin sehr sch6n 
zu sehen war. 





In Tab.1 sind Analysenresultate verschiedener Farbstoff- 
priparate zusammengestellt. Priaiparat 1 ist nur durch Adsorption 





1) Krystallbild bei +). 






























Die Isolierung des Urothions 287 


gereinigt worden und nicht mit Schwefelwasserstoff in Beriihrung 
gekommen. Die Ubereinstimmung mit den anderen Analysen 
zeigt, da der Schwefel dem Molekiil eigen und nicht etwa erst 
bei der Zerlegung der Quecksilbersalzfallungen mit Schwefelwasser- 
stoff ganz oder teilweise eingetreten ist. 

Tabelle 1 


Analysen von Urothionpraparaten 
getrocknet 3 Stunden bei 100° tiber Phosphorpentoxyd im Hochvakuum 





¢ H | N S 
1. 40,70°/, 3,80°/, 20,5 °/, — 
2. 40,82 4,06 20,25 21,60 
3. 40,85 3,85 — on 
4. 41,12 4,11 20,98 18,06 
5. 41,30 3,65 20,50 | 18,5 











Mittel: 40,96°/, | 3,89°/, | 20,669, | 19,38°/, 
40,4°/,  3,98°/,  21,4°/, 19,69/, ber. fiir C,,H,;0,;N,S, Mol. 327 
40,7 4,1 19,0 21,7 ber. fiir C,sH,,O,N,S, Mol. 444 





Die Forme! C,,H,,0,N,S, ist durch Ergebnisse bei Derivaten 
so welt gestiitzt, daB sie bis auf einen kleinen Spielraum im Wasser- 
stoff als gesichert gelten kann. Der Kohlenstoffwert ist zu hoch, 
weil wahrscheinlich flichtige saure Schwefelverbindungen als 
Kohlensaéure mit erfaBt werden. Das Defizit im Stickstoff deuten 
wir als geringen Stickstoffverlust im Praparat oder als partielle 
Hydratisierung. Von insgesamt 18 analysierten Farbstoffpraparaten 
fallen 2 aus der Rethe. Beim ersten wurden gefunden: 

C 37,92°/, H 3,92°/, N 16,46°/, S 18,26°/,, beim zweiten 

N 16,76°/, 
ber. fiir C,,H,,O,N,5, Mol. 346: 

C 38,20°/, H 3,85°/,  N 16,179, S$ 185%). 

Es scheint sich bei den beiden Produkten, die sich aéuberlich 
in nichts vom Urothion unterscheiden, um ein Desimino-Urothion- 
hydrat zu handeln. 

Optische Aktivitat 

Urothion dreht in alkalischer Lésung die Ebene des polari- 
sierten Lichtes nach links. Die starke Kigenfarbe macht die Ver- 
messung héherer Konzentrationen unmdglich. Bei dem kleinen 
abgelesenen Drehungswinkel ist der Wert deshalb ungenau. 

Versuch: 3,648 mg Urothion werden in 1,5 ccm 0,05 n-NaOH 
gelést. 1-dem-Rohr. « = —0,08° [a]p = — 12° 

nach 15 Stunden’ |a|p = — 20°. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 
siol American Journal of Physiology. 
exper. Path = [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
Ges «= Berichte der Deutschen Chemischen CGe- 
slant f 
selischaflt. 


yl Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 
Z - Biovbemische Zeitschrift. 
nie J Biochemical Journal. 
Chim. biol Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
Bulletin de la Société chimique de France. 
Z = Chemisches Zentralblatt 
ad. Si cts: Comptes Reudus Hebdomadaires des Séances 


de | Académie des Sciences, 
chim. Acta =: Helvetica Chimica Acta. 
Cheni. Soe == Journal American Chemical Society. 
' ’ :.. - 
chen Journal of Biochemistry 
Chem Journal of Biological Chemistry. 
io : Journal of Physiology 


Chem : Journal fiir praktische Chemie. 


rsuchsstat = |.andwirtschaftliche Versuchsstation. 
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Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
& M onutshefte fiir Chemie. 
= Die Naturwissenschaften. 
rs Arch == PHiigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 
Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
-—= Zeitschrift tur Biologie. 
bysikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtachuftslehre 


ysik. Chem. os Zeitschrift fir I 





JENATPEREFORAPFOREN 


10) 


Apparate fie die Deatrahtion 


von Flissigheciten mit aticht 
mischbaren blinsstieghei ten. 
Durch die cingebauten Glas- 
filterplatten wird cine feine 
vleichmiifiiee Vertething des 


Eatrahtionsmittels Grreicht. 
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